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L'obiettivo del presente lavoro è quello di proporre e validare un 
approccio innovativo per il monitoraggio dell'inquinamento atmosferico. Al 
fine di permettere una stima precoce degli effetti relativi all'esposizione 
prolungata dell'uomo ad un ambiente inquinato, si propone di utizzare in 
maniera sinergica organismi viventi quali bioindicatori e dispositivi sensibili 
alla variazione nel loro stato di stress. L'approccio proposto consentirebbe 
di ottenere un'informazione quanto possibile oggettiva, con il vantaggio di 
sfruttare le proprietà dei bioindicatori di essere sensibili non soltanto alla 
concentrazione dei vari inquinanti presenti nell'ambiente, ma anche a tutti 
quei fattori secondari che intervengono nella definizione degli effetti 
dell'inquinamento sull'uomo e sull'ambiente. 
Quali bioindicatori sono stati scelti i licheni, in quanto sono in grado di 
fornire ottime indicazioni sulla qualità dell'ambiente, poiché il loro 
metabolismo dipende essenzialmente dall'atmosfera. La disponibilità di 
studi sulle interazioni tra questi organismi e l'inquinamento ambientale e la 
condivisione nel contesto scientifico del loro valore come indicatori 
ambientali sono stati i fattori che hanno fatto propendere per questa scelta. 
In particolare il lavoro di dottorato ha seguito due strade, prevedendo Io 
sviluppo di sensori secondari e strumentazione di misura che sfrutta metodi 
ponderali e metodi ottici. I primi presentano il vantaggio di permettere il 
raggiungimento di elevate sensibilità e velocità di risposta, con i secondi è 
possibile un approccio di tipo non invasivo. I vantaggi apportati dalla 
disponibilità di questo tipo di strumentazione sarebbero la possibilità di 
effettuare delle campagne di analisi di siti presumibilmente inquinati, con 
costi e tempi ridotti rispetto ad altri metodi di monitoraggio ambientale, 
fornendo delle valutazioni di tipo oggettivo che tengano conto di aspetti 
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diversi del fenomeno, quali le azioni sinergiche tra inquinanti, ed un 
supporto ad operatori anche non esperti. 
Per quanto riguarda i metodi ponderali, dall'analisi delle possibili 
soluzioni utilizzabili sono stati individuati i SA W (Surface Acoustic Wave) 
come i dispositivi che rispondono meglio in termini di sensibilità alle 
esigenze dell'applicazione. E' stata sviluppata una tecnologia per realizzare 
SA W destinate alla costruzione di sensori, quindi con caratteristiche 
morfologiche tali da favorire l'interazione tra l'onda acustica prodotta dalla 
SA W ed il materiale attivo, allo scopo di renderla disponibile per le 
esigenze di ricerca nell'ambito dei biosensori. Si è quindi operato 
aumentando la distanza tra gli elettrodi della SA W nonché la loro apertura, 
con il risultato di ottenere un incremento dell'area sensibile. Le 
caratteristiche costruttive e funzionali ottenute hanno confermato la validità 
del processo tecnologico messo a punto. 
Per il metodo ottico, si propone di sfruttare la proprietà della clorofilla e 
degli altri pigmenti fotosensibili coinvolti nel processo fotosintetico e 
metabolico dei licheni di emettere luce di fluorescenza quando essi vengono 
eccitati da una sorgente luminosa di opportuna lunghezza d'onda. Infatti 
studi in merito alla fisiologia delle piante dimostrano che esiste uno stretto 
legame tra la fluorescenza indotta e diversi parametri fisiologici e 
metabolici dell'apparato fotosintetico e quindi, in ultima analisi, dello stato 
di salute della pianta stessa. Come le piante, anche i licheni, sottoposti a 
stress ambientali, modificano il loro metabolismo, con conseguenti 
variazioni nel contenuto di clorofilla, minerali e acqua ed altre funzionalità 
fotosintetiche. Si è quindi ritenuto possibile applicare il metodo dell'analisi 
di risposta della fluorescenza per la valutazione delle modificazioni 
apportate sul lichene dall'esposizione ad inquinanti. 
Le prove sperimentali sul campo hanno messo in evidenza una 
correlazione significativa tra la risposta dinamica in fluorescenza ed le 
valutazioni effettuate con metodi di osservazione esterna attualmente 
applicati e condivisi nel settore della lichenologia. La sensibilità del metodo 
è risultata essere adeguata per l'applicazione e compatibile con i metodi di 
confronto considerati. 
Il sistema proposto presenta il vantaggio di non essere invasivo e di 
poter essere facilmente trasportabile per effettuare misure sul campo, senza 
pre-trattamento dei campioni e senza contatto con gli organismi. 
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Capitolo 1 
Inquinamento e quadro 
normativo 
Nel presente capitolo verranno presentati concetti relativi 
all'inquinamento, alle sostanze attualmente ritenute 
responsabili delle alterazioni della naturalità ambientale ed 
ai metodi attualmente previsti per la valutazione di tali 
fenomeni, attraverso l'analisi della situazione legislativa 
italiana ed europea in materia ambientale. 
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L'ambiente è definito come "l'insieme degli elementi che, nella 
complessità delle loro relazioni costituiscono le condizioni di vita 
dell'uomo" (CE, 1973); l'uomo, come tutti gli esseri viventi, interagisce 
continuamente con l'ambiente che può essere causa di effetti negativi sul 
suo stato di salute. L'equilibrio del rapporto uomo-ambiente è stato 
fortemente influenzato dai progressi socio-economici e tecnico-scientifici 
avvenuti negli ultimi due secoli. Lo sviluppo industriale, l'acquisizione di 
sempre più raffinati strumenti tecnologici e i livelli di sviluppo a cui l'uomo 
è arrivato fino ad oggi, hanno condotto nei paesi più sviluppati ad un 
generale miglioramento delle condizioni di vita. Tuttavia il crescente 
utilizzo di risorse alimentari ed energetiche, l'inurbamento, l'incremento dei 
bisogni e dei consumi, hanno causato l'instaurarsi di squilibri nell'ambiente 
con la comparsa di nuovi inquinanti e l'aumento delle loro concentrazioni. 
In particolar modo è andata crescendo la quantità e la tipologia di sostanze 
chimiche immesse nell'atmosfera e questo ha portato ad un netto 
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peggioramento delle caratteristiche qualitative dell'aria che normalmente 
respiriamo. 
La normativa italiana, in particolare il D.P.R. n. 203 del 24 Maggio 
1988, definisce l'inquinamento atmosferico come "ogni modificazione della 
normale composizione o stato fisico dell'aria atmosferica, dovuta alla 
presenza nella stessa di una o più sostanze, in quantità e con caratteristiche 
tali da alterare le normali condizioni ambientali e di salubrità dell'aria, da 
costituire pericolo ovvero pregiudizio diretto o indiretto per la salute 
dell'uomo, da compromettere le attività ricreative e gli altri usi legittimi 
dell'ambiente, da alterare le risorse e gli ecosistemi ed i beni materiali 
pubblici e privati" (Art. 2, comma 1 ). 
Gli inquinanti direttamente emessi dalle sorgenti (processi di 
combustione) vengono definiti inquinanti primari. Di questa categoria fanno 
parte idrocarburi incombusti, monossido di carbonio, ossidi di azoto e 
particolato sospeso. Nel caso in cui i combustibili contengano zolfo, si ha 
anche emissione di anidride solforosa. Gli inquinanti primari sono soggetti a 
processi di diffusione, trasporto e deposizione, nonché a processi di 
trasformazione chimico-fisica che possono portare alla formazione di nuove 
specie, dette inquinanti secondari, che spesso risultano più tossici e di più 
vasto raggio d'azione degli inquinanti originari. Fra i processi di formazione 
dell'inquinamento secondario, particolare importanza è assunta dalla serie di 
reazioni che avvengono fra gli ossidi di azoto e gli idrocarburi in presenza di 
luce solare. Questa catena di reazioni porta all'ossidazione del monossido di 
azoto (NO) a biossido di azoto (N02), alla produzione di ozono (03) ed 
all'ossidazione degli idrocarburi, con formazione di formaldeide, acido 
nitrico, nitrati e nitroderivati in fase particellare, e centinaia di altre specie 
chimiche minori. L'insieme dei prodotti di queste reazioni viene definito 
come smog fotochimico. Per l'innesco di un processo di smog fotochimico è 
necessaria la presenza di luce solare e il processo è favorito dalla 
temperatura atmosferica elevata. 
Il processo che porta alla formulazione di strategie inerenti la protezione 
della salute pubblica nei confronti dell'inquinamento atmosferico può essere 
suddiviso in due fasi [P 1]: 
• Fase scientifica: 
Conoscenza del pericolo 
Analisi e valutazione del rischio 
• Fase politico-amministrativa: 
Determinazione del rischio accettabile 
Determinazione della popolazione da proteggere 
Definizione della parte legislativa e di standard 
Scelta delle tecnologie di controllo: formulazione di strategie. 
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Nella prima fase vengono individuati e studiati i pericoli e i rischi per la 
salute pubblica derivanti dall'esposizione alle sostanze inquinanti. La 
maggior parte delle decisioni inerenti la tossicità degli inquinanti sono 
basate sui risultati ottenuti attraverso test su animali e con i risultati degli 
studi epidemiologici. 
Gli effetti negativi degli inquinanti aerodispersi sono comunemente 
divisi principalmente in tossicità acuta, tossicità cronica e cancerogenicità. 
La principale caratteristica che differenzia queste categorie di effetti è 
l'ipotesi che, per gli effetti acuti e cronici, esiste una dose-soglia a cui si 
manifestano i sintomi, fatto non ancora dimostrato per gli effetti 
cancerogeni. Per le sostanze tossiche non è sempre possibile specificare un 
valore soglia opportuno, in quanto la relazione dose-risposta varia al variare 
della diversità fisiologica degli individui di una popolazione esposta ed è 
difficile valutare gli effetti a livelli molto bassi di esposizione. Per le 
sostanze cancerogene invece esiste rischio zero solo ad esposizione zero. 
Nella valutazione del rischio viene anche calcolato un fattore di sicurezza 
(incertezza) che riflette il grado di incertezza che deve essere incorporato 
nella estrapolazione dei dati sperimentali alla popolazione umana: quando la 
quantità e la qualità dei dati sono alte, il fattore di sicurezza è basso, nel 
caso di dati non adeguati, il fattore di sicurezza deve essere più alto: 
• Fattore 10: viene applicato a dati provenienti da validi studi sperimentali 
sull'uomo inerenti assunzioni prolungate nel tempo e protegge anche i 
membri sensibili della popolazione. 
• Fattore 100: viene applicato quando non sono disponibili o sono limitati 
i risultati provenienti da studi sperimentali sull'uomo inerenti assunzioni 
prolungate nel tempo, o provenienti da studi a lungo termine su una o 
più specie di animali da laboratorio, oppure quando mancano indicazioni 
sulla cancerogenicità. 
• Fattore 1000: viene applicato quando non esistono dati provenienti da 
studi sull'uomo acuti o cronici, sono scarsi i risultati su animali da 
laboratorio e mancano indicazioni sulla cancerogenicità. 
Nella seconda fase il rischio accettabile rappresenta la soglia alla quale i 
benefici che si attendono da una determinata azione o decisione risultano 
superiori ai rischi di danno che il decisore è disposto ad accettare. La 
decisione di una soglia di accettabilità di rischio per la salute umana si rende 
necessaria quando non si ritiene ragionevolmente possibile raggiungere 
l'eliminazione del rischio o nel caso in cui una riduzione ulteriore porti a 
costi sociali ed economici giudicati non accettabili per la società. Per le 
sostanze ad azione tossica, gli standards ambientali hanno come obiettivo la 
definizione di una dose al di sotto della quale nessun effetto negativo possa 
verificarsi per alcun individuo della popolazione. 
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Il concetto di soglia per l'effetto biologico, se largamente accettato per 
le sostanze chimiche non cancerogene, resta invece argomento di forte 
dibattito scientifico nell'ambito delle sostanze mutagene e cancerogene. 
Esiste rischio zero solo ad esposizione zero. Molti modelli matematici sono 
stati sviluppati per stimare il rischio tumorale associato a basse dosi di 
sostanze cancerogene. Tale stima viene definita correntemente Unit Risk 
(U.R.) e rappresenta il rischio addizionale di sviluppare un tumore nel 
tempo vita, all'interno di una ipotetica popolazione, nella quale tutti gli 
individui sono esposti continuamente alla concentrazione di 1 µg/m3 di 
sostanza cancerogena nell'aria che respirano. In questi casi, la definizione 
degli standards dovrebbe avere come fine ultimo la riduzione 
dell'esposizione a livelli prossimi allo zero o comunque livelli che possano 
contribuire in modo trascurabile ad incrementare il rischio life-time per la 
popolazione esposta. Oltre alla dose tossica per la popolazione sana, viene 
definita anche la dose tossica per la popolazione a rischio (neonati, bambini, 
anziani, immunodepressi, etc ... ) . 
1.1. Quadro della normativa italiana 
Per quanto riguarda la legislazione in merito a temi di inquinamento 
ambientale e protezione dell'ambiente, si possono distinguere due filoni. Il 
primo è inerente alla determinazione delle sostante potenzialmente tossiche 
per l'uomo e l'ambiente, una volta disperse nell'atmosfera, con la 
definizione delle relative procedure di misura. Il secondo, supportato dai 
risultati ottenuti dalle rilevazioni effettuate, riguarda le misure da applicare 
per contenere la dispersione di tali inquinanti nell'atmosfera. Questa 
panoramica riguarda principalmente il primo filone 
Il primo tentativo di disciplina organica in materia di inquinamento 
atmosferico operato in Italia risale al 1966, con la legge 13 luglio 1966, n. 
615. Tale legge rappresenta un notevole progresso nella disciplina della 
materia regolamentata, fino alla sua emanazione, dalle norme di carattere 
sanitario tra cui, principalmente, gli articoli 216 e 217 del Testo unico delle 
leggi sanitarie sulle industrie insalubri, soggette a cautela per la specifica 
tutela dei luoghi abitati. 
La legge con i suoi regolamenti di esecuzione (D.P.R. 22 dicembre 
1970, n. 1391, per quanto concerne gli impianti termici~ D.P.R. 15 aprile 
1971, n. 322 per le industrie, ed il D.P.R. 22 febbraio 1971, n. 323, per i 
veicoli con motore diesel) disciplina per la prima volta l'esercizio di 
impianti termici, nonché quello di impianti industriali e di mezzi motorizzati 
che danno luogo ad emissioni in atmosfera di fumi, polveri, gas ed odori di 
qualsiasi tipo atti ad alterare le normali condizioni di salubrità dell'aria. Con 
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il D.P.R. 24 luglio 1977, n. 616, la ripartizione delle competenze in materia 
di inquinamento atmosferico viene ad essere riordinata. 
Un primo effetto della norma è la nascita delle prime reti di 
monitoraggio, installate prevalentemente in prossimità dei grandi impianti 
industriali, e la definizione di un'organizzazione amministrativa per la 
gestione delle problematiche ambientali in generale, compresa la tutela 
dell'aria. 
Di seguito, il quadro normativo di riferimento per il rilevamento delle 
sostanze inquinanti in atmosfera viene definito dal D.P.C.M. 28 marzo 
1983, aggiornato ed integrato dal D.P.R. n. 203 del 1988. 
Il D.P.C.M. 28 marzo 1983, emanato in ottemperanza alla riforma della 
legge sanitaria, segna un mutamento di indirizzo con l'introduzione del 
concetto di Standard di qualità dell'aria (SQA), che sostituisce la precedente 
tabella contenente i valori massimi di immissione al suolo. Gli SQA sono 
introdotti ai fini della tutela igienico-sanitaria delle persone esposte, non 
solo per quanto attiene gli effetti acuti ma anche per quelli derivanti da 
esposizioni su lungo periodo. Il D.P.R. 24 maggio 1988, n. 203, di 
recepimento della Dir. 84/360/CEE del 28 giugno 1984, può essere 
considerato la base dell'impianto normativo sviluppato sino alla data attuale. 
Il decreto detta norme per la tutela della qualità dell'aria ai fini della 
protezione della salute e dell'ambiente su tutto il territorio nazionale, ed è 
seguito da un atto di indirizzo e coordinamento, emanato con data 21 luglio 
1989, che ne fornisce i criteri di interpretazione e di attuazione. Il D.P.R. n. 
203 stabilisce valori limite e valori guida di qualità dell'aria, individua i 
metodi di prelievo e di analisi dei diversi inquinanti atmosferici e dispone 
che le Regioni formulino i piani di rilevamento, prevenzione, conservazione 
e risanamento nonché l'indirizzo ed il coordinamento dei sistemi di controllo 
degli inquinanti, mentre compito del Ministero dell'ambiente è predisporre i 
criteri per la raccolta dei dati da effettuare con i sistemi di rilevamento. 
Tali criteri sono emanati con il D.M. 20 maggio 1991, che dà 
indicazioni in materia di realizzazione dei sistemi di rilevamento dei dati 
della qualità dell'aria; in maniera distinta per aree urbane e industriali 
vengono indicati gli inquinanti da rilevare, le caratteristiche strutturali delle 
reti con la tipologia delle stazioni di rilevamento, gli standard per gli 
strumenti informatici necessari all'acquisizione ed elaborazione dei dati. 
Con il D.M. 15 aprile 1994 vengono introdotti i livelli di attenzione e di 
allarme per cinque inquinanti atmosferici nelle aree urbane: biossido di 
zolfo, particelle sospese totali, biossido di azoto, monossido di carbonio ed 
ozono, ed i criteri di individuazione degli stati di attenzione e di allarme in 
base ai quali i Comuni possono adottare provvedimenti di prevenzione e di 
contenimento dell'inquinamento atmosferico. Il D.M. 25 novembre 1994 
aggiorna i livelli di attenzione e di allarme e prevede la misura di altri nuovi 
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inquinanti presenti nelle aree urbane: benzene, idrocarburi policiclici 
aromatici e particelle sospese. 
Con il recepimento della Dir. 96/62/CE per mezzo del D.Lgs. 4 agosto 
1999, n. 351 sono abrogati il D.P.C.M. 28 marzo 1983, il D.P.R. n. 203 del 
1988, il D.M. 20 maggio 1991, il D.M. 15 aprile 1994 e il D.M. 25 
novembre 1994. Il decreto definisce i criteri per stabilire gli obiettivi di 
qualità dell'aria ambiente per prevenire e ridurre gli effetti dannosi sulla 
salute e sull'ambiente, per valutare la qualità dell'aria ambiente, per 
informare la popolazione, per migliorare la qualità dell'aria. 
La direttiva quadro 96/62 CE rimanda a successive direttive figlie la 
disciplina degli aspetti tecnico-operativi relativi ai singoli inquinanti, 
individuando un elenco di inquinanti su cui intervenire in via prioritaria. In 
particolare vengono in seguito emanate: 
• la direttiva 1999/30/CE relativa a S02, N02, NOx, PMlO, Pb; 
• la direttiva 2000/69/CE relativa a Benzene e CO; 
• la direttiva 2002/3/CE relativa a Ozono; 
• la direttiva 2004/107/CE relativa a Arsenico, Cadmio, Mercurio, Nickel, 
IPA. 
La Direttiva 1999/30/CE del 22 aprile 1999 del Consiglio, relativa ai 
valori limite di qualità dell'aria per il biossido di zolfo, il biossido d'azoto, 
gli ossidi di azoto, le particelle e il piombo e la Direttiva 2000/69/CE per il 
benzene ed il monossido di carbonio sono recepite nel D.M. 2 aprile 2002, 
n. 60. Il decreto ministeriale in questione aggiorna i valori limite e le soglie 
di allarme delle sostanze sopra indicate, il margine di tolleranza degli stessi, 
le modalità secondo le quali tale margine deve essere ridotto nel tempo, il 
termine entro il quale il valore limite deve essere raggiunto. Stabilisce i 
criteri per la raccolta dei dati inerenti alla qualità dell'aria, alle tecniche di 
misurazione con particolare riferimento all'ubicazione ed al numero minimo 
dei punti di campionamento, nonché le modalità per le informazioni da 
fornire al pubblico sui livelli registrati di inquinamento atmosferico ed in 
caso di superamento delle soglie di allarme. 
Il D.P.C.M. 8 marzo 2002 individua le caratteristiche merceologiche dei 
combustibili inquinanti e le caratteristiche tecnologiche degli impianti di 
combustione, ripartendo l'analisi a seconda dell'utilizzo industriale o civile 
degli stessi. Anche per la destinazione civile dei combustibili e per i 
conseguenti impianti vengono previste misure di sicurezza e rilevazione 
analoghe al caso industriale, così che l'utilizzo civile entra al pari delle unità 
industriali nell'interesse generale in tema di inquinamento. 
Sempre con riferimento alla definizione e all'attuazione dei programmi 
relativi alla tutela del bene ambiente, deve farsi menzione del D.M. 1 
ottobre 2002, n. 261, elaborato dal Ministero dell'Ambiente di concerto con 
il Ministero della Salute, recante le direttive tecniche per la valutazione 
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preliminare della qualità dell'aria e i criteri per l'elaborazione del piano e dei 
programmi previsti dal D.Lgs. 4 agosto 1999, n. 351. Ai sensi dell'art. 1 del 
decreto, si dispone la previsione sia delle direttive tecniche sulla cui base le 
Regioni dovranno provvedere ad effettuare, ove non disponibili, misure 
rappresentative al fine di valutare preliminarmente la qualità dell'aria, sia 
delle direttive per mezzo delle quali le Regioni adotteranno un piano per il 
mantenimento della qualità dell'aria nelle zone indicate nell'art. 9 del D.Lgs. 
4 agosto 1999, n. 351. Di particolare importanza è anche l'elaborazione dei 
principi generali, in applicazione dei quali dovranno essere realizzati i 
programmi in questione [Sl]. 
Infine, è stata recepita col DL. N°183 del 21/05/04 la direttiva 
2002/3/CE relativa a Ozono, mentre non è stata ancora adottata la direttiva 
2004/107 /CE relativa a Arsenico, Cadmio, Mercurio, Nickel, IP A [S2]. 
1.2. Inquinanti atmosferici 
Attualmente, gli inquinanti atmosferici da considerare nel quadro della 
valutazione e della gestione della qualità dell'aria ambiente sono quindi 
definiti dalle seguenti norme: 
• decreto del Presidente del Consiglio dei Ministri 28/3/83 "Limiti 
massimi di accettabilità delle concentrazioni e di esposizione relativi ad 
inquinanti dell'aria nell'ambiente esterno"; 
• decreto Legislativo 4 agosto 1999, n. 351, attuazione della direttiva 
96/62/CE in materia di valutazione e di gestione della qualità dell'aria 
ambiente, allegato I. 
Gli inquinanti che devono essere esaminati allo stadio iniziale sono: 
• Biossido di zolfo 
• Biossido di azoto/ossidi di azoto 
• Particelle sospese totali, Materiale particolato fine (PM10, PM2.s) 
• Piombo 
• Ozono 
• Benzene (VOC, composti organici volatili) 
• Monossido di carbonio 
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Per quanto riguarda i VOC (composti organici volatili), essi 
comprendono tutti i composti organici, diversi dal metano, provenienti da 
fonti antropogeniche e biogeniche, i quali possono produrre ossidanti 
fotochimici reagendo con gli ossidi di azoto in presenza di luce solare. 
Insieme all'ammoniaca, al biossido di zolfo, al monossido di carbonio ed 
agli ossidi di azoto, fanno parte delle sostanze considerate precursori 
dell'ozono, cioè sostanze che contribuiscono alla formazione di ozono a 
livello del suolo. 
Il decreto legislativo n°183 del 23 maggio 2004, in recepimento alla 
Direttiva 2002/3/CE, prevede la misurazione almeno degli ossidi di azoto e 
dei composti organici volatili che maggiormente contribuiscono alla 
formazione dell'ozono, e che sono riportati nella seguente tabella: 
1-burene Isoprene Ertlbenzene 
rrans-2-btttene o-esano m+p-xilene 
cis-2-bmene i-esano o-x~ene 
1. 3-bmadiene n-eptano l.2,4-Trimet. Benzene 
o-pentano n-ottano l.2.3-Trin1N. Benzene 
i-pentano i-ottano 1.3.5-Trimet. Benzene 
1-pentene Benzene Formaldeide 
2-pentene Toluene Idrocarburi totali esduso il metano 
Tabella 1.1 Elenco dei VOC 
Per le zone a traffico tra i VOC devono essere misurati almeno benzene, 
toluene e xileni. Per le zone in cui sono presenti impianti industriali, le 
misurazioni devono tenere conto degli specifici cicli produttivi. 
1.3. Metodi di misura degli inquinanti 
Nella seguente tabella vengono riportati, per ogni inquinante per il quale 
è prevista per normativa la misurazione, i corrispondenti metodi di misura: 
Sostanza Tecnica Normativa 
Arsenico Campionamento manuale PMl O Direttiva 2004/107/CE 
equivalente alla norma EN del 15 dicembre 2004 
12341, con successiva digestione 
dei campioni e analisi mediante 
spettrometria ad assorbimento 
atomico o spettrometria di massa 
ICP (in fase di normalizzazione) 
Benzene Campionamento, DM 25 novembre 1994 
Inquinamento e quadro nonnativo 13/132 
gascromatografia e rivelatore a DM 2 aprile 2002, n. 60 
ionizzazione di fiamma o 
spettrometria di massa 
Biossido di Metodo a fluorescenza ad DM 2 aprile 2002, n. 60 
zolfo ultravioletti 
Cadmio Campionamento manuale PMl O Direttiva 2004/107 /CE 
equivalente alla norma EN del 15 dicembre 2004 
12341, con successiva digestione 
dei campioni e analisi mediante 
spettrometria ad assorbimento 
atomico o spettrometria di massa 
ICP (in fase di normalizzazione) 
Idrocarburi Rivelatore a ionizzazione di D.P.C.M. 28 marzo 1983 
non metanici fiamma (FID) 
IP A (Idrocarb. Campionamento ad alto volume, DM 25 novembre 1994 
Policiclici estrazione con solvente 
Aromatici) purificazione e analisi mediante 
HPLC o GCMS, rivelazione a 
ionizzazione di fiamma o 
spettrometria di massa 
IPA Campionamento manuale PMl O Direttiva 2004/107 /CE 
benzo(a)pirene equivalente alla norma EN del 15 dicembre 2004 
12341 (in fase di 
normalizzazione) 
Fluoro Raccolta per gorgogliamento di D.P.C.M. 28 marzo 1983 
un volume noto di aria attraverso 
una soluzione assorbente. 
Determinazione della 
concentrazione del fluoro nella 
soluzione assorbente per via 
potenziometrica usando un 
elettrodo specifico per lo ione F-
Mercurio Metodo automatizzato basato Direttiva 2004/107/CE 
gassoso sulla spettrometria ad del 15 dicembre 2004 
assorbimento atomico o a 
fluorescenza atomica (in fase di 
normalizzazione) 
Monossido di Spettrometro infrarosso non DM 2 aprile 2002, n. 60 
carbonio dispersivo (NDIR) 
Nichel Campionamento manuale PMl O Direttiva 2004/107 /CE 
equivalente alla norma EN del 15 dicembre 2004 
12341, con successiva digestione 
dei campioni e analisi mediante 
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spettrometria ad assorbimento 
atomico o spettrometria di massa 
ICP (in fase di normalizzazione) 
Ozono Metodo spettrofotometrico DM 16 maggio 1991 
dell'assorbimento UV D.Lgs 21maggio2004, n.183 
Ossidi di azoto Metodo a chemiluminescenza DM 2 aprile 2002, n. 60 
Piombo Campionamento e metodo della DM 2 aprile 2002, n. 60 
spettroscopia ad assorbimento Direttiva 82/884/CEE (per il 
atomico campionamento) 
PMJO Sistema di separazione a impatto DM 25 novembre 1994 
inerziale, pesatura del filtro per DM 2 aprile 2002, n. 60 
metodo gravimetrico o 
valutazione dell'assorbimento di 
radiazioni beta e rapporto al 
volume di gas aspirato 
PM2,5 Sistema di separazione a impatto DM 2 aprile 2002, n. 60 
inerziale, pesatura del filtro per 
metodo gravimetrico o 
valutazione dell'assorbimento di 
radiazioni beta e rapporto al 
volume di gas aspirato 
voc Metodo gascromatografico e D.Lgs 21maggio2004, n.183 
(Composti rilevatore FID o spettrometro di 
Organici massa 
Volatili) 
Tabella 1.2 Metodi di misura previsti in normativa 
Le misure possono essere effettuate tramite raccolta di campioni da 
analizzare successivamente in laboratorio, attraverso l'utilizzo di 
analizzatori automatici o con l'ausilio di strumentazione portatile, come ad 
esempio i gascromatografi da campo, che permetta misure di qualità 
paragonabile con i sistemi da laboratorio. 
1.3 .1. Biossido di zolfo 
Il biossido di zolfo è un gas che viene prodotto dalla combustione di 
combustibili fossili contenenti zolfo (carbone, petrolio grezzo). Le fonti di 
maggior emissione sono le raffinerie di petrolio, gli impianti di produzione 
di energia elettrica, le industrie della carta, le fonderie e il riscaldamento per 
uso domestico (cherosene). L'S02 è un tracciante dell'inquinamento da 
impianti fissi di combustione: gran parte dello zolfo dei combustibili si 
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ritrova nei fumi come S02. Fra i derivati più tossici dell'S02 vi è l'acido 
solforico (H2S04) che rappresenta la maggior componente acida 
dell'inquinamento atmosferico. L'acido solforico in atmosfera si presenta 
sotto forma di aerosol, spesso associato ad altri inquinanti in gocce o 
particelle solide; i livelli di H2S04 dipendono in gran parte dal grado di 
ossidazione dell' S02. Insieme ad altri prodotti non solforati, l'S02 e i suoi 
derivati formano lo smog pesante delle aree urbane industrializzate presente 
in inverno e caratterizzato da azione riducente o acida. Negli ultimi anni a 
seguito delle nuove discipline sui combustibili e dell'utilizzazione di nuovi 
combustibili i livelli di S02 nell'aria urbana sono scesi [PI]. 
Il biossido di zolfo viene misurato in continuo attraverso un analizzatore 
basato sul principio della misura della intensità della radiazione emessa per 
fluorescenza dalle molecole di S02 quando queste vengono attivate per 
irraggiamento con radiazioni ultraviolette. 
1.3 .2. Idrocarburi non metanici 
Gli idrocarburi volatili vengono determinati attraverso un rivelatore a 
ionizzazione di fiamma FID (Flame Ionization Detector). L'intensità ionica, 
derivante dalla ionizzazione dei composti organici introdotti in una fiamma 
di idrogeno, viene rivelata per mezzo di due elettrodi ai quali viene applicata 
una tensione di polarizzazione. 
In questa determinazione occorre escludere il metano, in quanto 
presente in concentrazioni molto più alte rispetto agli altri idrocarburi da 
misurare. A tale scopo si fa in modo che al rilevatore arrivi alternativamente 
il gas da analizzare ed il gas stesso previo lavaggio in un reattore catalitico 
mantenuto a temperatura costante, che rimuove tutti gli idrocarburi eccetto il 
metano. 
1.3 .3. IP A (Idrocarburi policiclici aromatici) 
I lavori dei gruppi tecnici per la normalizzazione di metodi di 
riferimento per la determinazione di IP A sono in corso. Il metodo di 
riferimento per misurare le concentrazioni di benzo( a )pirene e degli altri 
idrocarburi policiclici aromatici nell'aria ambiente si baserà sul 
campionamento manuale PMl O equivalente alla norma EN 12341. In 
mancanza di un metodo CEN normalizzato, gli Stati membri sono 
autorizzati ad impiegare metodi nazionali o ISO standard, quali la norma 
ISO 12884, o qualsiasi altro metodo per il quale sia possibile dimostrare 
l'equivalenza. 
Gli IP A vengono determinati direttamente sul materiale particolato 
prelevato mediante un prelievo di aria effettuato con un campionatore ad 
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elevata portata. I filtri vengono trattati con specifici solventi. Dopo 
opportuni trattamenti di separazione e di purificazione, il contenuto in IP A 
viene valutato per gascromatografia o HPLC (High Performance Liquid 
Chromatography) combinati con spettrometri di massa. 
Il metodo permette la determinazione degli IP A con 4-6 anelli presenti 
nel particolato atmosferico. In particolare, permette di determinare i 
seguenti IP A presi in considerazione dalla Commissione Consultiva 
Tossicologica Nazionale (CCTN) ai fini della formulazione del parere sugli 
IP A e classificati dall'Agenzia Internazionale per la Ricerca sul Cancro 
come "probabilmente" o "possibilmente cancerogeni": benz[ a ]antracene 
benzo[b ]fluorantene, benzo[j ]fluorantene, benzo[k ]fluorantene, 
benzo[ a )pirene, indeno[l ,2,3-cd]pirene, dibenz[ a ],antracene. Il 
benzo(a)pirene è il più pericoloso ed è assunto come inquinante-guida. 
1.3.4. Metalli 
Sono in corso lavori dei gruppi tecnici e relative proposte con diverso 
stadio di avanzamento per la normalizzazione di metodi di riferimento per 
la determinazione di Cd, As, Ni, Hg. In mancanza di un metodo CEN 
normalizzato, gli Stati membri sono autorizzati ad impiegare metodi 
nazionali o ISO standard o qualsiasi altro metodo per il quale sia possibile 
dimostrare l'equivalenza. 
Il metodo di riferimento per misurare le concentrazioni di arsenico, 
cadmio e nickel nell'aria ambiente si baserà sul campionamento manuale 
PMlO equivalente alla norma EN 12341, con successiva digestione dei 
campioni e analisi mediante spettrometria ad assorbimento atomico o 
spettrometria di massa ICP. 
Il metodo di riferimento per la misura delle concentrazioni di mercurio 
gassoso totale nell'aria ambiente sarà un metodo automatizzato basato sulla 
spettrometria ad assorbimento atomico o a fluorescenza atomica. 
1.3.5. Monossido di carbonio 
Il CO presente nell'aria deriva sia da fonti naturali che antropiche. E' il 
prodotto della combustione incompleta di sostanze organiche contenenti 
carbonio; le fonti naturali sono rappresentate dai processi di ossidazione del 
metano nell'atmosfera, dalle emissioni da parte degli oceani, dagli incendi 
delle foreste, dalle attività vulcaniche, dai gas di palude. Fra le fonti 
antropiche vanno annoverati tutti quei processi che bruciano carbone, 
petrolio, cherosene, metano, benzina. La fonte più rilevante è costituita dagli 
autoveicoli a benzina (solo trascurabilmente dai diesel a causa del più 
elevato rapporto aria/combustibile) che arrivano al 70% delle emissioni 
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totali, mentre il rimanente 30% è ascrivibile alle emissioni di alcune 
industrie, degli inceneritori e degli impianti per la produzione di energia. 
L'emissione di CO da parte degli autoveicoli a benzina varia a seconda delle 
caratteristiche del motore, della temperatura (in quanto influenza l'efficienza 
del motore), della velocità e della presenza o meno di marmitte catalitiche 
[Pl]. 
Il monossido di carbonio viene misurato mediante un analizzatore in 
continuo basato sulla tecnica spettrofotometrica dell'assorbimento non-
dispersivo di radiazioni infrarosse attorno ai 4600 nm. 
Alcuni composti che assorbono nella stessa regione (biossido di 
carbonio, umidità atmosferica, idrocarburi) possono dare delle interferenze. 
Per ovviare a tali inconvenienti la radiazione primaria a larga banda 
nell'infrarosso utilizzata per la determinazione spettrofotometrica, modulata 
da un chopper, attraversa, prima di entrare nella cella di misura, un disco 
rotante contenente due celle, di cui una riempita con monossido di carbonio 
e l'altra di azoto. 
La cella contenente monossido di carbonio funge da filtro sul fascio 
infrarosso sottraendone completamente la banda specifica e rendendolo 
insensibile ad ulteriore CO che dovesse incontrare sul suo cammino ottico, 
mentre la seconda cella lascia passare totalmente inalterate le caratteristiche 
del fascio primario. 
1.3 .6. Ossidi di azoto 
Gli ossidi di azoto o NOx sono un gruppo di gas altamente reattivi che 
contengono azoto e ossigeno in quantità variabile. La maggior parte di 
questi gas sono inodore e incolore, ma il gas più comune di questa categoria 
è il biossido di azoto che insieme alle polveri può essere notato per il colore 
rosso-marrone che caratterizza il panorama dei centri urbani. Gli ossidi di 
azoto si formano quando i carburanti bruciano ad alte temperature e 
derivano principalmente dal traffico autoveicolare ( 49% ), da fonti 
energetiche (27% ), da fonti industriali, commerciali e residenziali ( 19%) che 
comunque bruciano carburanti [P 1]. 
Il biossido di azoto viene determinato previa trasformazione in 
monossido di azoto, e si basa sulla misura della radiazione caratteristica 
emessa per chemiluminescenza dalla reazione in fase gassosa tra monossido 
di azoto e ozono: 
N0+03 ~1\10; +02 
No; ----?>NO'). + hv 
(1.1) 
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Il biossido di azoto deve essere trasformato in monossido in quanto la 
reazione precedente implica solo quest'ultimo, attraverso un convertitore al 
molibdeno a 375 °C. 
1.3.7. Ozono 
E' un gas incolore, composto da tre atomi di ossigeno. E' un inquinante 
secondario e quindi non viene emesso direttamente nell'aria ma viene creato 
dalla reazione chimica degli ossidi di azoto e dei composti organici volatili 
in presenza della luce solare. L'ozono può essere definito "buono" o 
"cattivo" a seconda della sua posizione in atmosfera. L'ozono "buono" si 
trova naturalmente nella stratosfera ( 15 - 50 Km al di sopra della superficie 
terrestre) e forma uno strato che protegge la vita sulla terra dei raggi 
ultravioletti del sole. Nella bassa atmosfera terrestre, a livello del terreno, si 
trova invece l'ozono "cattivo". 
Gli scarichi autoveicolari, le emissioni industriali, i vapori delle benzine 
e i solventi chimici sono le principali fonti di NOx e VOC ed insieme alla 
luce solare e alle temperature elevate favoriscono la formazione di ozono a 
livello terrestre; l'ozono viene tipicamente considerato un inquinante estivo. 
Le aree urbane, nei mesi estivi, tendono ad avere livelli di ozono molto 
elevati, spesso al di sopra dei limiti normativi. Anche le zone rurali sono 
soggette a livelli elevati di ozono a causa del vento che trasporta lozono 
stesso o gli inquinanti precursori di questo a molti chilometri dalla fonti 
originarie. Nell'atmosfera non contaminata (alto mare, alta montagna) esiste 
una concentrazione di fondo naturale di ozono con una media oraria che 
oscilla fra i 40-60µg/m3 [P 1]. 
La misura della concentrazione di ozono si basa sulla tecnica 
spettrofotometrica dell'assorbimento, da parte delle molecole di ozono, di 
radiazioni ultraviolette di lunghezza d'onda pari a 254 nm. 
1.3.8. PM10 e PM2,s 
Il particolato sospeso è costituito dall'insieme di tutto il materiale non 
gassoso in sospensione nell'aria. La natura delle particelle aerodisperse è 
molto varia: ne fanno parte le polveri sospese, il materiale organico disperso 
dai vegetali (pollini e frammenti di piante), il materiale inorganico prodotto 
da agenti naturali (vento e pioggia}, dall'erosione del suolo o dei manufatti 
(frazione più grossolana) ecc .. Nelle aree urbane il materiale particolato può 
avere origine da lavorazioni industriali, dall'usura dell'asfalto, dei 
pneumatici, dei freni, delle frizioni e dalle emissioni di scarico degli 
autoveicoli, in particolare quelli dotati di motore a ciclo diesel. Il traffico 
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veicolare urbano contribuisce in misura considerevole all'inquinamento da 
particolato sospeso; con l'emissione in atmosfera di particelle carboniose, 
composti inorganici e particelle incombuste di varia natura. Tale particolato, 
inoltre, costituisce il principale veicolo di trasporto e diffusione di altre 
sostanze nocive. Il rischio sanitario legato alle sostanze presenti in forma di 
particelle sospese nell'aria dipende, oltre che dalla loro concentrazione, 
anche dalla dimensione delle particelle stesse. Le particelle di dimensioni 
inferiori costituiscono un pericolo maggiore per la salute umana, in quanto 
possono penetrare in profondità nell'apparato respiratorio. 
In prima approssimazione: 
• le particelle con diametro superiore ai 1 O µm si fermano nelle prime vie 
respiratorie; 
• le particelle con diametro tra i 5 e i I O µm raggiungono la trachea e i 
bronchi; 
• le particelle con diametro inferiore ai 5 µm possono raggiungere gli 
alveoli polmonari. 
Il PM10 è definito come la frazione di materiale particolato sospeso in 
aria ambiente che passa attraverso un sistema di separazione in grado di 
selezionare il materiale particolato di diametro aerodinamico di I O µm, con 
una efficienza di campionamento pari al 50%; 
Il PM2,s è definito come la frazione di materiale particolato sospeso in 
area ambiente che passa attraverso un sistema di separazione in grado di 
selezionare il materiale particolato di diametro aerodinamico di 2,5 µm, con 
una efficienza di campionamento pari al 50%; 
I sistemi per la determinazione del PM10 o del PM2,s si basano sulle 
tecniche utilizzate per il materiale particolato totale con l'accorgimento che 
le sonde per il prelievo sono dotate di una testa di campionamento specifica 
in grado di "tagliare" le particelle con granulometria maggiore di I O micron 
o di 2,5 micron. 
Il materiale particolato totale sospeso (PTS) viene determinato 
attraverso la filtrazione dell'aria con conseguente raccolta del particolato in 
sospensione. La sua concentrazione finale viene ottenuta o attraverso 
pesatura del filtro e rapporto al volume di gas aspirato (metodo 
gravimetrico) o tramite assorbimento di radiazione beta (metodo 
automatico) che è in grado direttamente di rilasciare un dato di 
concentrazione. 
Nel metodo gravimetrico viene usato un filtro di porosità opportuna 
posto su un supporto metallico resistente alla corrosione. Per l'aspirazione 
dei campioni d'aria vengono utilizzate pompe volumetriche azionate da 
motori elettrici in grado di funzionare in modo continuo e con un flusso di 
campionamento costante. Il filtro viene pesato prima e dopo il 
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campionamento e la quantità che ne deriva viene rapportata al volume di 
aria campionata e normalizzata a 25 °C ed 1 atm. 
Gli analizzatori automatici sono costituiti da un nastro di prelievo che 
può essere del tipo a carta continua o a catena di supporti metallici di porta 
filtri. L'aria da analizzare viene aspirata attraverso il sistema filtrante in 
modo da trattenere le polveri sul nastro filtrante o su uno dei filtri 
sequenziali montati sulla catena di sopporto. All'inizio di ogni ciclo e al 
termine dello stesso il rivelatore determinerà l'assorbimento dei raggi beta 
emessi dalla sorgente da parte della polvere depositata sul filtro. Il valore di 
concentrazione viene calcolato tramite l'assorbimento, proporzionale al 
quantitativo di polvere presente, in funzione del volume di aria filtrata. 
1.3.9. VOC (Composti organici volatili) 
Questi composti vengono determinati raccogliendo il campione di aria 
su appositi materiali adsorbenti specifici per il composto in esame. 
L'inquinante più importante che fa parte di questa classe di composti è il 
benzene. Il benzene presente in atmosfera viene prodotto dall'attività 
umana, in particolare dall'uso del petrolio, degli oli minerali e dei loro 
derivati. 
La maggior fonte di esposizione per la popolazione deriva dai gas di 
scarico degli autoveicoli, in particolare dei veicoli alimentati a benzina~ 
stime effettuate a livello di Unione Europea attribuiscono questa categoria 
di veicoli più del 70% del totale delle emissioni di benzene. E' presente 
nelle benzine come tale e si produce inoltre durante la combustione a partire 
soprattutto da altri idrocarburi aromatici. La normativa italiana in vigore 
fissa, a partire dal 1 luglio 1998, il tenore massimo di benzene nelle benzine 
all'uno per cento [P 1]. 
Per il benzene si usa un metodo di campionamento a pompaggio su una 
cartuccia di assorbente di Carbone, Carbotrap o Tenax, con prelievi non 
superiori ai 1 O litri di aria. La separazione dall'adsorbente viene effettuata 
mediante un solvente specifico mentre l'analisi viene eseguita per via 
gascromatografica. In generale si accoppia al gascromatografo un FID o uno 
spettrometro di massa. 
Attualmente sono presenti in commercio analizzatori integrati capaci di 
determinazioni in continuo dei BTX, Benzene, Toluene e Xileni. 
1.3 .1 O. Metodi alternativi 
Per il Decreto Ministeriale 2 aprile 2002, n. 60, è possibile utilizzare 
metodi e sistemi di campionamento e misura diversi da quelli indicati, sia 
manuali che automatici, utilizzati per la valutazione della qualità dell'aria 
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ambiente, ma soltanto se sono dotati di apposita certificazione di 
equivalenza. Tale certificazione è rilasciata, su domanda del costruttore, dai 
Laboratori Primari di Riferimento per l'inquinamento atmosferico operanti 
presso il Consiglio Nazionale delle Ricerche e presso I' ISPESL. 
Possono essere utilizzati anche altri metodi e sistemi la cui equivalenza 
sia certificata da enti designati da altri Stati Membri dell'Unione Europea. A 
fini conoscitivi, detta certificazione e la relativa documentazione deve essere 
trasmessa ai Laboratori Primari di Riferimento, accompagnata da una 
traduzione in lingua italiana. 
1.4. Identificazione del contesto 
Ai fini della valutazione degli effetti dell'inquinamento su uomo ed 
ambiente, la normativa in generale, ed in particolare l'allegato 5 del D.Lgs 4 
agosto 1999, n. 351 prevedono il rilevamento di informazioni relative a 
contesto oin cui sono state effettuate le misure: 
• luogo in cui il superamento del valore limite è stato rilevato (regione, 
città (mappa), stazione di misurazione (mappa e coordinate 
geografiche)) 
• tipo di zona (centro urbano, area industriale o rurale) 
• stima dell'area inquinata (km 2) e della popolazione esposta 
all'inquinamento 
• dati climatici utili 
• dati topografici utili 
Si richiedono inoltre dati utili a migliorare il quadro ambientale, 
identificando l'origine dell'inquinamento e prevedendo un'analisi della 









concentrazioni osservate in anni precedenti (prima dell'attuazione dei 
provvedimenti di miglioramento); 
concentrazioni misurate dall'inizio del progetto; 
tecniche di valutazione applicate . 
elenco e mappa delle principali fonti di emissione responsabili 
dell'inquinamento 
quantità totale di emissioni provenienti da queste fonti; 
informazioni sull'inquinamento proveniente da altre regioni . 
informazioni particolareggiate sui fattori responsabili del superamento 
(trasporto, incluso quello transfrontaliero, formazione); 
informazioni particolareggiate sulle possibili misure di miglioramento 
della qualità dell'aria. 
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• 
• 
Informazioni sui provvedimenti o progetti di miglioramento esistenti, 
effetti riscontrati di tali provvedimenti, stima del miglioramento 
programmato della qualità dell'aria e della tempistica prevista. 
Informazioni sui provvedimenti o progetti programmati o oggetto di 
ricerca a lungo termine. 
Oltre ai sistemi di rilevazione delle varie sostanze inquinanti ritenute 
necessarie, le centraline di monitoraggio sono perciò solitamente provviste 
di: 
• sistemi per rilevamento statistico di traffico veicolare 
• sistemi di acquisizione ed elaborazione locale dei dati 
• sistemi di trasmissione dati e comunicazione 
e dei seguenti sensori meteorologici; 







sensore direzione vento 
sensore temperatura aria 
sensore umidità relativa aria 
sensore radiazione solare diretta ed indiretta 
sensore precipitazioni atmosferiche 
sensore pressione atmosferica 
1.5. Diffusione dei dati 
Per quanto riguarda la gestione e diffusione dei dati rilevati dai sistemi di 
monitoraggio, si possono distinguere due aspetti: il primo è relativo alla 
comunicazione vera e propria delle centraline con i sistemi remoti di 
acquisizione e gestione dati, il secondo riguarda la condivisione dei dati tra i 
vari enti preposti alla raccolta e tra i paesi membri della Comunità europea e 
l'informazione verso il pubblico. 
Per quanto riguarda il primo aspetto, in generale le centraline di 
monitoraggio ed i laboratori mobili dispongono di sistemi di acquisizione e 
trasmissione dei dati direttamente alla sezione locale preposta alla gestione 
degli stessi. Le tecniche di trasmissione nel settore del monitoraggio 
ambientale comprendono sia sistemi dedicati (ponti radio, filo o cavo, fibra 
ottica) che sistemi condivisi (rete radiomobile, rete telefonica fissa, 
internet). 
E' disponibile strumentazione, sia standard che non, che permette la 
comunicazione dei dati con varie modalità. A titolo di esempio, si riporta un 
analizzatore della "RAE SYSTEMS" che, corredato con il ricetrasmettitore 
assume una configurazione Wireless permettendo il trasferimento, in tempo 
reale, delle informazioni di monitoraggio dall'analizzatore alla stazione di 
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controllo remota. Il computer Host, con funzione di terminale di 
comunicazione, dotato di modem master, è in grado di gestire fino a 8 unità 
trasmittenti remote, di visualizzare le letture concentrazione gas in tempo 
reale, di allertare in caso di allarme e registrare i valori. 
I modelli di gascromatografi miniaturizzati della Varian permettono il 
monitoraggio remoto di tutti i parametri operativi anche attraverso rete 
telefonica mobile, e sono uno standard di riferimento mondiale nell'analisi 
del gas. La strumentazione della Met One Instruments Inc. è disponibile con 
accessori per comunicazione tramite satellite, dial-up, telefono cellulare, 
radio modem. 
D'altra parte, la Decisione 97 Il O I/CE, integrata in seguito dalla Decisione 
2001/752/CE, prevede lo scambio reciproco di informazioni e di dati 
provenienti dalle reti e dalle singole stazioni di misurazione 
dell'inquinamento atmosferico negli Stati membri. Inoltre è imposta dalle 
autorità la comunicazione dei dati al pubblico nei casi di superamento del 
livello di informazione o allarme (vedere ad esempio gli allegati al Dlgs 183 
del 21 maggio 2004). Prima della diffusione dei dati è però prevista 
l'elaborazione degli stessi, descritta da normativa e relativa ad ogni 
inquinante, che prevede per esempio la valutazione di valori medi su diversi 
periodi ed il confronto degli stessi con lo storico. I dati sono quindi 
disponibili su numerosi siti internet che permettono l'accesso a banche dati 
nazionali ed internazionali. 
La comunità europea sostiene progetti, quali "Ozone Web", per aumentare 
la diffusione e la condivisione dell'informazione. Il progetto, presentato 
dall'Agenzia europea dell'ambiente (AEA) nel luglio 2006, offre agli utenti 
per la prima volta la possibilità di controllare e seguire l'evoluzione degli 
episodi di inquinamento provocati dall'ozono a livello del suolo su una scala 
paneuropea tramite un nuovo strumento disponibile su Internet. I dati 
raccolti da oltre 500 stazioni di monitoraggio della qualità dell'aria sono 
inviati all'AEA a Copenaghen con cadenza oraria e vengono presentati 
pressoché in tempo reale sul sito Internet. Indicando la località desiderata, 
gli utenti possono seguire l'evoluzione della qualità dell'aria sia a livello 
locale che su scala europea. Il sito contiene anche informazioni sulle 
conseguenze per la salute corrispondenti ai livelli di ozono rilevati nella 
zona di residenza degli utenti. Il progetto viene presentato come esempio 
della possibilità di creare forme di collaborazione tra gli Stati membri al fine 
e di offrire nuovi strumenti e servizi ai cittadini, focalizzando l'attenzione 
sulla natura internazionale del problema dell'inquinamento atmosferico. 
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Inquinamento e salute 
Capitolo 2 
Inquinamento e salute 
Viene presentata una breve panoramica degli effetti degli 
inquinanti descritti nel precedente capitolo sulla salute 
dell'uomo, riassumendo anche brevemente le metodiche 
utilizzate per l'estrazione delle correlazioni tra alterazione 
ambientale ed effetti sanitari. 
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Non è semplice mettere in relazione lo stato di salute della popolazione 
con le condizioni dell'ambiente. Gli inquinanti rilasciati in atmosfera 
possono penetrare nell'organismo umano direttamente attraverso le vie 
respiratorie o indirettamente attraverso acqua e cibo potenzialmente 
contaminati. Per la stima dei potenziali effetti sulla salute derivanti 
dall'inquinamento atmosferico si seguono due strade: l'utilizzo di studi di 
effetti su animali e l'analisi epidemiologica di dati sull'uomo. 
Correlazioni tra inquinamento delle grandi aree urbane sono stati 
studiati e in parte evidenziati da dati epidemiologici e clinici; gran parte di 
essi concordano nell'evidenziare come ad ogni brusco innalzamento 
(concentrato nel tempo e nello spazio) della concentrazione di contaminanti 
atmosferici, si verifica un effetto acuto, ovvero un forte incremento del 
numero dei decessi nello stesso giorno o nei giorni immediatamente 
successivi, soprattutto fra gli anziani, i bambini e le persone già colpite da 
patologie respiratorie e cardiache. Tale aumento del rischio di mortalità è 
associato da gran parte degli studi ad un incremento di polveri sospese 
(PTS) o di frazioni di particolato più piccole (PMlO, PM2,5) e di S02, 
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mentre solo alcuni studi evidenziano un effetto sulla mortalità da parte di 
biossido di azoto (N02), ossido di carbonio (CO) e ozono (03). Tale effetto 
acuto sulla mortalità sembra plausibile biologicamente perché l'incremento 
dell'inquinamento urbano comporta riduzione della funzionalità respiratoria, 
aumento di malattie respiratorie nei bambini, attacchi acuti di bronchite e 
aggravamento dei quadri di asma. 
Il D.P.R. 23 maggio 2003 ha dato attuazione al Piano sanitario 
nazionale 2003-2005. In una specifica sezione dedicata all'inquinamento 
atmosferico si riportano una serie di studi e valutazioni condotte dalle 
agenzie ambientali nazionali ed europee, secondo i quali il trasporto su 
strada contribuisce mediamente al 51 % delle emissioni degli ossidi di azoto, 
al 34% di quelle dei composti organici volatili, e al 65% di quelle del 
monossido di carbonio, in maniera fortemente dipendente dal tipo di 
motore. Ulteriore contributo all'inquinamento atmosferico urbano deriva 
dagli impianti di riscaldamento, minore in valore percentuale rispetto 
all'inquinamento causato da traffico ma pur sempre alto in valore assoluto. 
Questo comparto, ora che l'industria pesante ha praticamente 
abbandonato l'ambiente urbano, costituisce di fatto l'unica sorgente di 
inquinamento. Viene approfondito, in particolare, l'agente inquinante 
indicato con la sigla PTS (particolato totale sospeso), la cui origine è molto 
diversificata derivando dall'erosione del suolo e degli edifici, dall'attività 
umana (agricoltura, edilizia, industrie), dai processi, dai processi di 
combustione (impianti di riscaldamento e traffico autoveicolare) e da 
reazioni chimiche dei processi gassosi. La composizione del particolato è 
estremamente variabile (piombo, nichel, zinco, rame, cadmio, nitrati, solfati, 
polvere di carbone, cemento). La frazione di polveri considerata più 
pericolosa per l'uomo è quella in grado di superare le barriere delle vie aeree 
superiori ovvero i PMlO e i PM2,5, particelle di polvere con diametro 
inferiore a 1 O e 2,5 micron rispettivamente. I danni addebitabili alle 
particelle inalate sono dovuti al fatto che tali particelle, raggiungendo gli 
alveoli polmonari, rilasciano sostanze tossiche e possono ostruire gli alveoli 
stessi. Ne deriva un effetto irritante per le vie respiratorie e la possibilità di 
indurre alterazioni nel sistema immunitario, favorendo il manifestarsi di 
malattie croniche, quali maggior sensibilità agli agenti allergizzanti. Recenti 
studi epidemiologici hanno dimostrato che l'inquinamento atmosferico 
nell'ambiente esterno di alcune delle maggiori città italiane ha un impatto 
sanitario rilevante in termini di mortalità. Lo studio prosegue soffermandosi 
sui dati riscontrati negli ambienti osservati, mettendo in relazione la quantità 
di particolato rilevato con i casi di malattie respiratorie, e dimostra come sia 
possibile ridurre sensibilmente questo preoccupante fenomeno, ponendo in 
essere degli efficaci strumenti di prevenzione e bonifica degli agenti 
atmosferici inquinanti. 
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Fra gli effetti a breve termine rientrano disagio, irritazione, tossicità 
specifica, affezioni respiratorie acute. In questo ambito rimane ancora da 
chiarire quale sia la popolazione a rischio per gli effetti a breve termine, 
anche se, particolarmente suscettibili, sembrano essere gli anziani affetti da 
patologie croniche cardiovascolari o respiratorie. 
Rimane invece aperto il problema della valutazione degli effetti a lungo 
termine dell'inquinamento atmosferico, fra i quali risultano prevalere le 
broncopneumopatie croniche (bronchite cronica, asma, enfisema), alcune 
forme di neoplasie maligne (cancro polmonare, leucemie) e più in generale 
mortalità (per malattie cardiovascolari e respiratorie). Nell'ambito degli 
effetti a lungo termine, per quanto riguarda le patologie tumorali, il nesso 
appare di più difficile interpretazione, anche se sicuramente molti degli 
inquinanti che respiriamo sono cancerogeni e/o supposti tali. Le esposizioni 
passive ad agenti chimici cancerogeni sono molteplici, risulta quindi 
difficile capire quale sia il reale peso di ogni singola esposizione e m 
particolare la "quota" ascrivibile all'inquinamento atmosferico [Pl]. 
2.1. Epidemiologia ed inquinamento 
Fra gli studi più recenti, sollevato particolare attenzione un rapporto 
preparato sotto l'egidia dell'OMS che ha stimato l'impatto dell'inquinamento 
in tre nazioni europee (Francia, Svizzera, Austria). Lo studio, in cui i tre 
Paesi hanno adottato la medesima metodologia scegliendo il particolato 
(PMlO) come indicatore di inquinamento atmosferico, ha portato alle 
seguenti conclusioni: 
• l'esposizione cronica di adulti di età superiore ai 30 anni 
all'inquinamento da traffico si stima che sia causa, nei 3 Paesi, di 21. 000 
morti premature all'anno per malattie respiratorie e cardiache; 
• ogni anno, l'inquinamento da traffico causa nei tre Paesi circa 300.000 
casi di bronchite nei bambini e più di 15.000 ricoveri ospedalieri per 
malattie cardiache, 395.000 attacchi d'asma negli adulti, e 162.000 nei 
bambini (questo rappresenta fra il 30 e il 50 % circa dei casi attribuibili 
all'inquinamento dell'aria)~ 
• nei tre Paesi che hanno partecipato allo studio, l'inquinamento causa la 
perdita di circa 16 milioni di giornate di attività all'anno negli adulti di 
età superiore a 20 anni, a causa di malattie respiratorie (assenza dal 
lavoro, o incapacità di attendere alle normali attività quotidiane)~ 
• il costo totale di questi impatti sanitari nei tre Paesi è stimato pari a circa 
27 miliardi di Euro (ca. 50.000 miliardi di lire) e comprende sia i 
cosiddetti costi intangibili, come il dolore, la sofferenza, la perdita di 
qualità della vita dovuta alla malattia o alla mortalità prematura, sia il 
costo dei trattamenti medici e della perdita di produttività. 
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Alcuni componenti dei gas di scarico dei veicoli sono associati ad un 
aumento del rischio di contrarre tumori. Numerosi studi hanno mostrato un 
aumento di circa il 40 % nel rischio di sviluppare cancro al polmone in 
individui esposti professionalmente e per periodi prolungati ad alte 
concentrazioni di scarichi emessi dai motori diesel. Inoltre, alcuni studi 
suggeriscono un aumento del rischio di leucemie infantili correlato 
all'esposizione agli scarichi dei veicoli, dove il benzene potrebbe essere 
l'agente responsabile [P2]. 
Anche in Italia sono numerosi i progetti per la valutazione della 
correlazione tra inquinamento atmosferico e mortalità a breve termine e 
ricoveri ospedalieri per varie cause. L'obiettivo è valutare, in varie città 
campione, l'associazione tra livelli di inquinamento atmosferico ed effetti a 
breve termine sulla salute umana, in termini di mortalità e di ricoveri 
ospedalieri per tutte le cause e per patologie respiratorie e cardiovascolari. 
Lo scopo è fornire ulteriore supporto all'evidenza scientifica della 
consistenza dei risultati che impongono l'adozione di politiche ambientali, 
per il controllo delle emissioni di qualsivoglia natura, ai fini della tutela 
della salute dei cittadini. In generale i lavori prevedono modelli lineari 
generalizzati sulla frequenza giornaliere degli eventi sanitari in studio. 
Gli studi prevedono l'analisi di possibili associazioni tra le variazioni 
delle concentrazioni degli inquinanti monitorati (S02, N02, CO, PMlO, 
03) dalla rete delle centraline di rilevazione situate in ambito urbano e le 
variazioni giornaliere della mortalità e dei ricoveri ospedalieri non 
programmati, per tutte le cause e per patologie respiratorie e 
cardiovascolari, o la variazione dello stato di salute di panel di pazienti 
soggetti a particolari patologie, nell'arco di qualche anno. Bisogna osservare 
che allo stato attuale sono solitamente disponibili informazioni relative agli 
effetti di un sola sostanza. Soltanto per alcuni inquinanti sono in corso studi 
tramite modelli in cui si analizza l'azione sinergica di non più di due 
inquinanti, in particolare per il particolato [Pl, P4]. 
2.2. Effetti degli inquinanti 
2.2.1. Benzene 
Gli effetti tossici che si possono imputare all'esposizione a benzene 
sono sostanzialmente tre: effetti ematopoietici e immunosoppressivi, 
leucemogeni e clastogeni. 
L'evidenza che il benzene sia in grado di indurre leucemia nell'uomo è 
innanzitutto su basi epidemiologiche, dato che non esistono modelli animali 
capaci di riprodurre significativamente la malattia. Anche se sono ormai 
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numerosi i rapporti di casi clinici e di studi citogenetici che indicano una 
stretta correlazione tra esposizione al benzene e leucemia, vi sono varie 
ragioni perché ancora non sia accettata da tutti una relazione causa-effetto. 
Ciò nonostante è ormai accettato (dall'Agenzia per la Ricerca sul Cancro, 
IARC, dell'OMS) il fatto che il benzene sia una sostanza cancerogena e 
probabilmente un'importante causa nell'uomo di leucemia mielogena acuta e 
forse anche di leucemia di altro tipo. 
Sempre studi epidemiologici evidenziano, in casi di esposizione acuta a 
livelli elevati, fenomeni di sonnolenza, vertigini, cefalea, tachicardia, 
epigastralgia, confusione, tremori e perdita di conoscenza. 
L'esposizione a lungo termine provoca alterazioni della funzionalità 
midollare, anemia, leucemie ed alterazioni del sistema immunitario. Per la 
definizione di standard di qualità per l'aria, di regola, si considerano 
accettabili valori di esposizione che comportino un rischio di 1 caso su 
100.000 o 1 caso su 1.000.000 [PI, P5]. 
2.2.2. Biossido di zolfo 
Episodi inquinamento atmosferico con aumento della concentrazione di 
biossido di zolfo (S02) sono risultati associati in studi epidemiologici con 
l'incremento sia dei ricoveri ospedalieri per patologie respiratorie sia con 
l'aumento della mortalità generale. 
Esposizione a breve termine: le risposte acute si verificano entro i primi 
minuti dall'inizio dell'inspirazione; l'ulteriore esposizione non aumenta gli 
effetti. Gli effetti includono riduzioni nel volume medio forzato in un 
secondo, aumenti nella resistenza specifica delle vie aeree e sintomi come 
ansimare o brevità di respiro. Questi etlètti peggiorano all'aumentare del 
volume di aria ispirata e quindi con l'esercizio, evento che permette all 'S02 
di penetrare più in profondità nel tratto respiratorio. In ragione della sua alta 
idrosolubilità, 1'85% dell' S02 viene trattenuta dal rinofaringe e solo minime 
percentuali raggiungono le zone più distali (bronchioli e alveoli). 
Esposizione a lungo termine: è stato verificato un LOEL (Lowest 
Observed Effect Level) per S02 di 100 µg/m
3 come media annua. Gli studi 
più recenti relativi a sorgenti industriali di S02 o alle mutate miscele di 
inquinanti urbani, hanno mostrato effetti al di sotto di questo livello. La 
principale difficoltà nell'interpretazione degli studi a lungo termine è che gli 
effetti derivano non solo delle condizioni attuali, ma anche dal diverso 
inquinamento degli anni precedenti. I valori guida per l' S02 sono stati 
definiti applicando un fattore di incertezza pari al 50% sul valore di LOEL 
e, sulla base degli studi effettuati su soggetti asmatici esposti a S02 per 
brevi periodi, è raccomandabile non superare il valore di 500 µg/m3 per 
esposizioni acute. 
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2.2.3. Idrocarburi policiclici aromatici (IP A) 
Studi epidemiologici hanno dimostrato eccessi di rischio per vari tumori 
(tumore al polmone, allo stomaco, della cute, della vescica, del rene, 
dell'esofago e leucemie) in soggetti esposti agli IP A. Hanno inoltre 
evidenziato, nel caso di esposizione su luoghi di lavoro, un eccesso di 
rischio anche per patologie cardiovascolari e cerebrovascolari. 
2.2.4. Monossido di carbonio 
Esercita una alta tossicità per via del legame che contrae, se inalato, con 
l'emoglobina (formando COHb, carbossiemoglobina), con cui ha una alta 
affinità (240 volte maggiore dell'02). La produzione endogena di CO porta 
ad un livello di COHb che varia tra 0.4 e 0.7% (in gravidanza tale livello 
arriva anche a 2. 5% ). Nelle persone sane non fumatrici il livello di COHb 
medio risulta essere compreso tra 0.5 e 1.5% sia per la produzione endogena 
di CO che per l'esposizione ambientale. Tale livello aumenta a seconda del 
lavoro svolto (es. esposizione al traffico), con il fumo (da 5 a 10%) e con 
l'esercizio fisico praticato ali' esterno. Gi effetti fisiopatologici variano in 
relazione alla percentuale di COHb nel sangue: diminuzione della vigilanza, 
dell'acuità visiva, della capacità di apprendimento, di esecuzione di test 
manuali, alterazioni cardiovascolari e polmonari, deficit respiratori, fino ad 
arrivare a coma e morte. Per il monossido di carbonio (CO) studi 
epidemiologici hanno dimostrato l'associazione causale tra aumento delle 
concentrazioni di CO ed incremento della mortalità giornaliera totale, di 
quella specifica per malattie cardiovascolari e respiratorie a breve termine. 
Al fine di proteggere la popolazione sensibile (non fumatori, bambini, 
anziani, soggetti affetti da coronaropatie) viene fissato come valore da non 
superare 2.5% COHb. Sono stati determinati i livelli e il tempo di 
esposizione al fine di non superare tale soglia sulla base di studi 
sperimentali ed epidemiologici pregressi: 100 mg/m3 per 15 min, 60 mg/m3 
per 30 minuti, 30 mg/m3 per 1 ora, 1 O mg/m3 per 8 ore. 
2.2.5. Ossidi di azoto 
Per il biossido di azoto (N02) studi epidemiologici hanno correlato gli 
incrementi dell'N02 con l'aumento della mortalità totale e dei ricoveri 
ospedalieri, in particolare per le patologie bronco-ostruttive e per la 
patologia asmatica. I principali effetti riguardano la riduzione della 
funzionalità respiratoria e dei meccanismi di difesa polmonare, 
l'infiammazione delle vie aeree, danni al sistema cardiocircolatorio e 
maggiore suscettibilità alle infezioni respiratorie. L'azione degli ossidi di 
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azoto si esplica anche in modo indiretto: reagiscono formando ozono e 
reagiscono formando nitrati che si depositano sul particolato che è in grado 
di penetrare in profondità nell'apparato respiratorio causando problemi 
respiratori seri come bronchiti o aggravare situazioni negative già esistenti. 
Esposizione a breve termine: i dati provenenti da studi condotti su 
animali indicano che l'esposizione acuta a N02 al di sotto di 1880 µg/m3 
non produce nessun effetto osservabile, tale dato viene confermato anche 
sull'uomo. Sulle persone con malattie polmonari croniche e su persone 
asmatiche, che rappresentano i gruppi maggiormente a rischio 
nell'esposizione al biossido di azoto, un'esposizione a 560 µg/m3 comincia 
ad evidenziare un minimo effetto. 
Esposizione a lungo termine: i dati provenenti da studi condotti su 
animali indicano che l'esposizione cronica a N02 (da alcune settimane a 
mesi) a 1880 µg/m3 produce diversi effetti osservabili nei polmoni, nel 
sangue, milza e fegato. Non esistono comunque dati sufficienti per stabilire 
una concentrazione nociva per esposizioni croniche sull'uomo, solo uno 
studio condotto su bambini osserva alcuni effetti sull'apparato respiratorio 
per un'esposizione annuale a 75 µg/m3. 
Esposizione acuta: produce effetti solo a concentrazioni superiori ai 
1880 µg/m3 nelle persone sane, mentre un'esposizione variabile tra 400 e 
600 µg/m3 può provocare i primi effetti su persone asmatiche o con 
patologie polmonari croniche. Viene proposto un margine di sicurezza del 
50% circa per l'esposizione acuta ( 1 ora), pertanto il valore di attenzione per 
la salute umana è 200 µg/m3, circa il doppio di tale concentrazione 
evidenzia leggeri effetti sulle persone asmatiche e per tanto il livello di 
allarme per la salute umana è di 400 µg/m3. Nonostante le difficoltà 
nell'individuare un valore guida per esposizioni croniche viene ritenuto 
valido per la salvaguardia della salute delle fasce più sensibili della 
popolazione un valore annuale di 40 µg/m3. 
2.2.6. Ozono 
Gli studi epidemiologici hanno correlato l'incremento della 
concentrazione giornaliera di ozono con l'aumento a breve termine della 
mortalità, dei ricoveri ospedalieri e delle visite in Pronto Soccorso, 
principalmente per malattie dell'apparato respiratorio, tra bronchitici cronici 
e asmatici. 
Un gruppo particolarmente a rischio nell'esposizione all'ozono è quello 
dei bambini ed in genere tutte le persone che praticano attività fisica nei 
mesi estivi, specialmente nelle ore centrali della giornata, quando 
l'irraggiamento solare è più elevato. Le persone con problemi respiratori (ad 
esempio gli anziani) possono avvertire effetti negativi a concentrazioni di 
ozono inferiori rispetto alle altre persone. Può aggravare la situazione delle 
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persone sofferenti di asma ed aumentare la suscettibilità alle infezioni 
respiratorie. 
La definizione di standards per la concentrazione di Ozono nell'aria 
risulta complicata in quanto, nelle persone più sensibili, alcuni effetti 
possono manifestarsi già ai livelli di fondo di questo inquinante. Non è 
quindi possibile basarsi su una concentrazione alla quale non si manifestano 
effetti. E' stata fatta una valutazione sulla funzionalità respiratoria nelle 
persone più sensibili: al di sotto di una riduzione del 10% i casi non 
vengono considerati clinici, e ciò avviene a concentrazioni di circa 160 
µg/m3 per esposizioni di 8 ore e 360 µg/m3 per esposizioni di un ora. E' 
importante sottolineare che gli effetti dovuti all'esposizione ad ozono sono 
reversibili quando la concentrazione dell'inquinante decresce: adulti sani 
esposti a concentrazioni molto elevate di ozono ( 4000 µg/m3) manifestano 
congestione polmonare che cessa quando la concentrazione dell'inquinante 
arriva a 400 µg/m3. 
Per esposizioni croniche non esistono dati sufficienti per determinare un 
valore soglia tale da garantire una protezione per la salute pubblica. La 
concentrazione di ozono che determina effetti avversi alla salute derivanti da 
esposizioni croniche varia in funzione del tempo di permanenza all'aperto e 
con il volume di aria inalato. 
Sulla base di queste considerazioni la nuova normativa europea (Dir 
2002/3/CE) pone come valore per la protezione della salute umana 180 
µg/m3 (valore invariato rispetto alla normativa precedente DM 15/4/94, 
25/11/94, 16/5/96) per esposizioni di un ora e come valore di allarme 240 
µg/m3 (viene abbassato il livello di allarme della precedente normativa: 360 
µg/m3) e garantisce un livello minimo di rischio per l'esposizione acuta di 
persone sensibili, inoltre pone come valore bersaglio per la protezione della 
salute umana sulle 8 ore 120 µg/m3, che risulta essere il 30% inferiore 
rispetto al valore che in persone patologiche manifesta i primi flebili effetti 
sull'apparato respiratorio, comunque reversibili. 
2.2.7. Particolato sospeso (PMlO) 
Gli effetti sulla salute del particolato dipendono dalle dimensioni del 
particolato stesso (PMlO o PM2,5) e dalla sua concentrazione. Tali effetti si 
dividono in: 
• effetti acuti: aumento della tosse, aumento nell'utilizzo di 
broncodilatatori, aumento dei ricoveri ospedalieri giornalieri per 
acutizzazione delle patologie respiratorie; 
• effetti cronici: aumento della mortalità generale e della morbilità. 
Per il particolato studi epidemiologici hanno dimostrato una 
correlazione tra incremento dei livelli di particolato nell'inquinamento 
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atmosferico e alterazioni del ritmo cardiaco; l'associazione tra incremento 
delle concentrazioni di particolato e aumento, nei giorni successivi 
all'episodio, sia della mortalità, soprattutto respiratoria, sia del numero di 
ricoveri ospedalieri è stata stabilita in studi epidemiologici a partire dagli 
anni '50. In ogni caso gli studi esistenti a riguardo sono piuttosto divergenti 
nei risultati e le contraddizioni sono dovute essenzialmente a differenti 
condizioni espositive, differenti effetti considerati, differente metodologia di 
ricerca e soprattutto alla composizione del particolato che è variabile e 
dipende da diversi fattori: fonte, clima, stagione, topografia. Non è quindi 
possibile definire un valore soglia al di sotto del quale non si verificano 
effetti avversi alla salute umana. L'azione fisiopatologica del particolato, che 
non contenga sostanze di per sé tossiche, si estrinseca sull'apparato 
respiratorio: sui meccanismi di clearance alveolare e mucociliare. Tutto ciò 
è in grado di potenziare l'azione tossica di altri contaminanti 
contemporaneamente inalati e di determinare effetti a breve e a lungo 
termine. La pericolosità del particolato cresce col diminuire delle 
dimensioni del particolato stesso, e quindi con la capacità di penetrare 
nell'apparato respiratorio, gli effetti dipendono dal contenuto del particolato 
(ad es. acidità, solfati e metalli). per il particolato studi epidemiologici 
hanno dimostrato una correlazione tra incremento dei livelli di particolato 
nell'inquinamento atmosferico e alterazioni del ritmo cardiaco; 
l'associazione tra incremento delle concentrazioni di particolato e aumento, 
nei giorni successivi all'episodio, sia della mortalità, soprattutto respiratoria, 
sia del numero di ricoveri ospedalieri è stata stabilita in studi epidemiologici 
a partire dagli anni '50; 
Le informazioni disponibili non permettono di stabilire un valore certo 
per la salvaguardia della salute; empiricamente viene ritenuto come limite 
massimo accettabile in aria esterna 150 µg/m3 e la normativa italiana pone 
come valore giornaliero per la salvaguardia della salute umana il valore 
medio giornaliero di 50 µg/m3 e come obiettivo di qualità annuale la media 
di 40 µg/m3 (D.M. 2.04.2002 n. 60). 
2.2.8. Piombo 
Studi sugli animali hanno evidenziato la cancerogenicità dei composti 
inorganici di piombo; alcuni studi epidemiologici in lavoratori esposti hanno 
evidenziato un eccesso di tumori dello stomaco e del polmone, ma non c'è 
ancora chiara evidenza di cancerogenicità per l'uomo. Il piombo è altamente 
tossico per l'organismo umano, l'apparato più sensibile è il sistema nervoso 
centrale, in particolare nei bambini. Determina anche alterazioni della 
funzionalità renale, del sistema immunitario, ipertensione arteriosa, anemia 
e infertilità nell'uomo. 
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2.3. Indici della qualità dell'aria 
Ai fini della condivisione e diffusione dell'informazione relativa alla 
qualità dell'aria, vi è l'esigenza di individuare dei parametri sintetici e 
confrontabili in grado di esprimere un giudizio di qualità ambientale. Il 
Sesto Programma Comunitario di azione in materia di ambiente prevede 
l'utilizzo di indicatori idonei, elaborati se possibile secondo una 
metodologia comune, allo scopo di proseguire le iniziative per integrare le 
disposizioni in materia di protezione dell'ambiente nell'elaborazione, nella 
definizione e nell'attuazione delle politiche e delle attività comunitarie 
(Decisione 1600/2002/CE ). 
A tal fine in diversi paesi viene utilizzato un sistema di indici in grado 
di esplicitare, in modo semplice ed immediato, il livello qualitativo dell'aria 
che si respira. Non esiste ancora una procedura condivisa, ma sono in fase di 
sperimentazione molti metodi di costruzione di tali indici. Un buon indice 
deve avere le seguenti caratteristiche: 
• deve essere affidabile, essere cioè influenzato il meno possibile da valori 
di misurazione mancanti o fuori scala; 
• deve essere comprensibile, dare una percezione immediata 
dell'inquinamento pur se derivante da manipolazioni su grandi quantità 
di dati; 
• deve essere flessibile, facilmente aggiornabile se aumenta o varia il 
numero di inquinanti da considerare; 
• deve essere diffuso, adottato cioè dal maggior numero di Paesi possibile 
per essere comparato facilmente nel tempo e nello spazio. 
L'aggregazione tra parametri derivanti da diversi inquinanti in un unico 
indice può avvenire tramite curve di qualità, definite a priori sulla base di 
andamenti condivisi a livello scientifico o desunti dalla normativa e 
costruite assegnando convenzionalmente valori cardine di giudizio di qualità 
a specifici valori tratti da soglie di riferimento previste dalla legislazione 
ambientale comunitaria, nazionale e regionale, dalla letteratura scientifica o 
desunti da giudizi di esperti del settore. 
La proposta di utilizzare degli indici per la valutazione della qualità 
ambiente è nata negli Stati Uniti, ad opera dall'Agenzia per la protezione 
dell'ambiente americana (E.P.A.). Il metodo di valutazione attuale prende il 
nome di Air Quality Index (AQI). 
L' AQI dell'E.P.A. è definito sulla base di cinque inquinanti: ozono, 
particolato atmosferico, monossido di carbonio, biossido di zolfo e biossido 
d'azoto. Le concentrazioni misurate o stimate dei cinque inquinanti nelle 24 
ore precedenti vengono rapportate ai valori di riferimento AQI e classificate 
in sei livelli. Viene attribuito un valore di AQI pari a 100 alla 
concentrazione che equivale per ogni inquinante al limite o standard per la 
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qualità dell'aria Si considerano perciò soddisfacenti i valori di AQI inferiori 
a 100, mentre per valori superiori l'aria è considerata insalubre, in prima 
istanza per i soggetti più sensibili, a valori più elevati, per tutta la 
popolazione. A questo proposito è importante osservare come i valori limite 
siano di norma molto più elevati di quelli previsti dalle norme CE e recepiti 
nell'ordinamento Italiano. 
PM 10 CO S02 NOx Valore di 
MEOIA80RE MEDIA 24 ORE MEDIA8 ORE MEDIA 24 ORE MEDIA 1 ORA riferimento AQI 
(µalm3) fL"Dlm3) (mglm3) (µglm3) fuo/m3) 
o - 137 0-54 0 - 5,5 . 0-97 (*) 0-50 
138 - 180 55-154 5,6- 11,76 98 - 412 (*) 51 -100 
181 - 223 155 -254 11,76 - 15,5 413 - 640 (*) 101 -150 
224 - 266 255-354 15,6-19.25 641 - 869 (*) 151 - 200 
267 - 800 355-424 19.26-38.0 870 - 1727 1330 - 2542 201 - 300 
> 800 425-504 38.1 -50.5 1728- 2300 2543 - 4182 301 - 500 
Tabella 2 . 1 Cal colo del riferimento AQI 
Il valore giornaliero dell' AQI per una determinata area è definito dalla 
situazione peggiore presentata dai cinque inquinanti singolarmente 
registrati. Ad ogni valore dell ' indice è associato un colore ed una 
valutazione complessiva della qualità dell 'aria. L'EPA ha diviso la scala di 
AQI in sei categorie, più alto è il valore, più elevato il pericolo per la salute. 
Per esempio, un valore di AQI di 50, colore verde, rappresenta una 
buona qualità dell'aria e perciò uno scarso livello di rischio sanitario; un 
valore di AQI di oltre 300, colore marrone, rappresenta, al contrario, una 
cattiva qualità dell' aria ed un elevato livello di rischio. 
Condizione 
0-50 Buono 
51 - 100 Moderato 
101-150 Non cautelativo 
per gruppi sensibili 
151-200 Non salubre 
201 - 300 Pericoloso 
301-500 Molto pencoloso 
Tabella 2 . 2 Indice di qualità dell ' aria AQI 
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• Buono: il valore di AQI è fra O e 50. La qualità dell'aria è considerata 
soddisfacente con poco o nessun rischio per la popolazione. 
• Moderato: l' AQI è fra 51 e 100. La qualità dell'aria è accettabile; 
tuttavia, data la presenza di alcune sostanze inquinanti ci può essere una 
preoccupazione moderata per la salute per un numero molto piccolo di 
individui. Per esempio, le persone che sono sensibili all'ozono possono 
avvertire sintomi respiratori. 
• Non cautelativo per persone appartenenti ai gruppi sensibili: Quando i 
valori di AQI sono fra 101 e 150, i membri dei gruppi sensibili possono 
avvertire effetti sintomatici che compromettono la loro salute. Gran 
parte della popolazione non è però a rischio quando l' AQI è n questa 
gamma. 
• Non salubre: l' AQI è compreso tra 151 e 200. Tutti possono cominciare 
ad avvertire effetti sulla salute. I membri dei gruppi sensibili possono 
invece avvertire effetti più seri. 
• Pericoloso: l' AQI è compreso tra 201 e 300 innescano un allarme per la 
salute; ciò significa che tutti possono avvertire seri effetti. 
• Molto pericoloso: l 'AQI è compreso oltre 300 fanno scattare 
immediatamente l'allarme. L'intera popolazione può essere coinvolta. 
Attualmente molti stati europei applicano un indice paragonabile a 
quello americano come strumento per sensibilizzare l'opinione pubblica alla 
qualità dell'aria [S4]. 
In Gran Bretagna viene utilizzato un "Air Pollution Index" calcolato 
sulla base di inquinanti e valori di riferimento analoghi a quelli dell' AQI 
americano, ma associato a 1 O categorie anziché sei. In Francia viene 
applicato giornalmente un indice "ATMO" basato su 10 classi che prendono 
in considerazione ozono, particolato atmosferico, anidride solforosa e 
biossido d'azoto. Il calcolo è simile a quello dell' AQI ma riferito a valori 
molto inferiori, in linea con quelli stabiliti dalle normative CE. In Germania 
e in Belgio viene applicato un indice con le stesse modalità francesi. 
In Italia, delle procedure sperimentali sono attuate solo da alcune delle 
agenzie di protezione ambientale. 
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Capitolo 3 
Metodi alternativi nel 
monitoraggio ambientale 
Viene analizzato lo stato dell'arte nel settore del 
monitoraggio ambientale, al fine di capire quali sono le 
metodiche alternative a quelle attualmente previste dalla 
normativa, per individuare soluzioni che permettano di 
rispondere in maniera diversa al! 'esigenza di valutare gli 
effetti del! 'inquinamento sul/ 'ambiente e sull'uomo. 
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In alternativa al monitoraggio previsto dalla normativa e descritto nei 
capitoli precedenti sono in fase di studio metodiche che non prevedono l'uso 
di analizzatori standard ma di altri tipi di tecniche, basate ad esempio 
sull'utilizzo di array di sensori di gas o sul biomonitoraggio. Gli svantaggi 
principali presentati dalla strumentazione standard sono infatti i costi e gli 
ingombri. Considerando l'esempio dei microGC, gascromatografi da campo 
miniaturizzati, a fronte di prestazioni paragonabili alla strumentazione da 
laboratorio si devono accettare pesi e dimensioni ancora rilevanti. 
Poiché tali tecniche non sono usualmente validate dagli organismi 
preposti, non sono riconosciute come metodi equivalenti e non sono quindi 
utilizzabili ai fini di legge. Possono essere però utilmente impiegate nelle 
fasi preliminari della campagna di monitoraggio, per evidenziare situazioni 
critiche e quindi individuare le localizzazioni più opportune per 
l'installazione di sistemi fissi. 
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La normativa internazionale prevede l'impiego di metodi alternativi a 
questo scopo. A titolo di esempio, la direttiva 2002/3/CE relativa all'ozono e 
la 2004/107 ICE concernente l'arsenico, il cadmio, il mercurio, il nickel e gli 
idrocarburi policiclici aromatici, contemplano l'uso di valutazioni 
preliminari della qualità dell'aria ai fini della prima individuazione delle 
zone in cui predisporre misure di sorveglianza e contenimento delle 
sostanze inquinanti. A tale fine vengono imposte, quando non sono 
disponibili dati idonei relativi ai livelli di inquinanti, delle campagne di 
misurazioni rappresentative, utilizzando i dispositivi previsti dalla 
normativa vigente, nonché indagini o stime che possono essere integrate con 
inventari delle emissioni e con l'uso di modelli. Nei casi in cui i rilevamenti 
effettuati per prefissati intervalli di tempo dimostrino che le concentrazioni 
di inquinanti superano gli obiettivi a lungo termine fissati dalle direttive, le 
misurazioni continue in siti fissi diventano obbligatorie. La stessa normativa 
permette, nel caso in cui debbano essere valutati i tipi di impatto sugli 
ecosistemi in una regione, l'impiego di bioindicatori. 
Al fine di creare degli standard utili alla diffusione ed all'utilizzo di 
tecniche basate su bioindicatori, l'Agenzia Nazionale Per l'Ambiente ha 
recentemente pubblicato (2001 e successive modifiche) una serie di linee-
guida nazionali sul biomonitoraggio, ed in particolare sulle procedure di 
analisi delle specie licheni che [P6]. 
3 .1. Il biomonitoraggio 
L'inquinamento, espresso in termini di concentrazioni misurate 
strumentalmente, è di semplice definizione operativa, ma il suo 
monitoraggio è complesso, per i seguenti motivi: 
• le concentrazioni di inquinanti in atmosfera sono molto variabili nello 
spazio e nel tempo; il che implica studi condotti su base statistica, per 
lunghi periodi, e con dense reti di punti di misura; 
• gli alti costi degli strumenti ne limitano fortemente il numero, per cui i 
dati strumentali hanno spesso una scarsa qualità statistica, nonostante 
l'accuratezza delle singole misure; 
• la strumentazione normalmente utilizzata rileva un numero esiguo di 
sostanze inquinanti; 
• un monitoraggio puramente strumentale non permette di rilevare gli 
effetti dell'inquinamento sugli ecosistemi, ed in particolare gli effetti 
sinergici di più inquinanti [P6]. 
Stanno perciò assumendo sempre più peso metodi di indagine basati 
sull'utilizzo di organismi biologici come bioindicatori. Questo tipo di 
approccio, oltre ad avere un'indiscussa utilità nell'individuare possibili zone 
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a rischio, permettendo di ottimizzare la localizzazione degli strumenti di 
misura, misura deviazioni da condizioni normali di componenti degli 
ecosistemi reattivi all'inquinamento, utili per stimare gli effetti combinati di 
più inquinanti e di altri fattori ambientali di influenza sulla componente 
biotica. 
Le limitazioni più frequenti possono essere così sintetizzate: 
• difficoltà, soprattutto per le metodiche che utilizzano biomonitor 
autoctoni, di applicazione dove sia infrequente il substrato di crescita 
adatto; 
• drastica diminuzione della sensibilità di alcune tecniche per valori 
estremi di concentrazione atmosferica di determinati inquinanti; 
• difficoltà a rilevare fenomeni acuti di alterazione ambientale, in quanto 
la reazione degli organismi richiede un certo tempo per essere 
apprezzabile; 
• impossibilità di elaborare un'unica scala d'interpretazione dei dati 
biologici in termini d'inquinamento valida indipendentemente dal 
territorio, vista l'influenza di fattori climatici e geomorfologici nello 
sviluppo degli organismi. 
Per contro, i principali vantaggi che si possono ottenere sono: 
• possibilità di ottenere rapidamente, a bassi costi e con una elevata 
densità di punti di campionamento, una stima degli effetti biologici 
indotti su organismi sensibili dall'interazione di più sostanze nocive; 
• individuazione rapida di zone con reale o potenziale superamento dei 
valori soglia stabiliti dalla legge per alcuni importanti inquinanti 
primari; 
• localizzazione di aree potenzialmente a rischio e conseguente ubicazione 
ottimale delle stazioni automatiche di rilevamento; 
• valutazione dell'efficacia di misure adottate per la riduzione delle 
emissioni di inquinanti su lunghi periodi; 
• validazione di modelli di trasporto a lunga distanza e deposizione di 
inquinanti a diverse scale territoriali. 
Data la diversità delle informazioni ottenibili, i metodi biologici non 
possono andare a sostituire le rilevazioni dirette degli agenti inquinanti 
mediante l'uso di centraline, ma sono utili per integrare i dati ottenuti dalle 
metodiche standard. 
II meccanismo base dell'utilizzo di organismi viventi risiede nel fatto 
che questi subiscono modificazioni morfologiche, fisiologiche o genetiche a 
livello di organismo, di popolazione o di comunità. 
Le caratteristiche necessarie per essere assunto come bioindicatore 
sono[P6]: 
• sensibilità agli agenti inquinanti; 
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• ampia diffusione nell'area di studio; 
• scarsa mobilità; 
• lungo ciclo vitale; 
• uniformità genetica. 
Alcuni studi, in via di sperimentazione, stanno valutando la possibilità 
di utilizzare specie arbustive, ornamentali o meno, quali indicatori biologici 
della qualità dell'aria. Alberi di conifere, come varie specie di abeti o pini, o 
di quercia sono stati usati fin dagli anni 1980 per valutare l'impatti di ossidi 
di zolfo ed ozono [P7, P8]. Nel monitoraggio dell'ozono troposferico 
possono essere utilizzate piante di Nicotiana Tabacum [P7, P9, PlO]. Anche 
i muschi sono ampiamente investigati per individuare le possibilità di un 
loro impiego come bioindicatori [P7]. 
L'utilizzo di "animali sentinella" ha avuto un notevole sviluppo negli 
ultimi anni. Le popolazioni animali esposte a contaminanti nell'ambiente, i 
cui dati possono essere regolarmente e sistematicamente raccolti e 
analizzati, possono essere definiti "sistemi sentinella animali'1 (SSA) ed 
essere utilizzati per identificare o monitorare un'ampia varietà di inquinanti 
ambientali pericolosi per la salute umana, per le diverse specie animali e per 
gli ecosistemi. Gli animali domestici e selvatici sono esposti come l'uomo ai 
contaminanti presenti nell'aria, nel suolo, nell'acqua e nel cibo e come lui 
risentono dei possibili effetti acuti e cronici conseguenti a tali esposizioni. 
Attualmente i dati dei test sugli animali da laboratorio costituiscono la 
componente principale per la stima del rischio, ma ad essi viene 
riconosciuta una particolare utilità in tutte quelle circostanze in cui le 
procedure convenzionali sono ricche di incertezze: nelle valutazioni in 
presenza di misture chimiche complesse; quando la biodisponibilità delle 
sostanze è incerta o in presenza di agenti scarsamente caratterizzati, 
permettendo un'osservazione dell'ambiente investigato nella sua globalità. 
In particolare sono disponibili numerosi studi relativi all'effetto di 
inquinanti atmosferici, partendo da una ricerca che aveva messo in rilievo 
un'alta incidenza di tumore delle tonsille in cani residenti nella città di 
Londra. Il quadro che emerge depone nel complesso a favore di una 
possibile associazione fra inquinanti atmosferici e insorgenza di patologie 
dell'apparato respiratorio anche se i risultati non sono in grado di provare 
forti associazioni o definire relazioni quantitative tra variabili ambientali e 
neoplasie [Pl 1]. 
Infine, si possono citare alcuni studi basati sull'utilizzo di cellule 
coltivate in vitro ed esposte all'azione di inquinanti, come ad esempio 
cellule macrofaghe dell'apparato respiratorio, che aprono la strada 
all'utilizzo di singole cellule, anche animali, per I' ottenimento di sistemi di 
valutazione ambientale [P7] 
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3 .1.1. I licheni come bioindicatori 
All'interno del gruppo dei metodi biologici che prevedono l'utilizzo di 
organismi viventi come indicatori di alterazione ambientale a livello 
atmosferico, i licheni epifiti sono sicuramente i più impiegati. 
I licheni sono il risultato dell'unione stabile tra due diversi organismi 
viventi: un fungo ed un'alga. Tale unione rappresenta una simbiosi 
vantaggiosa per entrambi: l'alga produce tramite la fotosintesi carboidrati ed 
altre sostanze da cui il fungo trae nutrimento, mentre riceve in cambio 
protezione contro l'essiccamento e contro radiazioni solari nocive. 
I funghi che partecipano alla simbiosi lichenica appartengono in 
massima parte agli Ascomiceti, mentre ve ne sono alcuni appartenenti ai 
Basidiomiceti ed ai Ficomiceti; le alghe coinvolte sono principalmente alghe 
verdi unicellulari (Chlorophyceae) o cianobatteri (Cyanophyta). 
L'unione dei due partners porta alla formazione di un organismo, il 
lichene, che presenta caratteri morfo-fisiologici peculiari, quali presenza di 
nuove strutture e produzione di nuovi composti chimici non riscontrabili nei 
due partner separati. I licheni sono quindi in grado di colonizzare gli 
ambienti più diversi, anche quelli caratterizzati da condizioni di vita 
estreme, dove, da soli, fungo e alga non potrebbero sopravvivere. La 
capacità di passare rapidamente da uno stato di vita attivo a uno di vita 
latente attraverso una rapida disidratazione del tallo permette loro di ridurre 
fotosintesi e respirazione, così da sopravvivere anche in difficili condizioni 
ambientali e di colonizzare gli habitat più diversi. 
Prove di laboratorio hanno dimostrato che determinati licheni, una volta 
disidratati, sono capaci di tollerare temperature pari a -196 °C e + 100 °C, e 
che comunque sopravvivono bene a temperature comprese tra -20°C e 
+ 70°C. Inoltre lo stato di quiescenza può durare a lungo nel tempo, in attesa 
dell'instaurarsi di nuove condizioni favorevoli in grado di consentire la 
ripresa delle normali attività metaboliche [P6]. In ogni caso l'attività 
fotosintetica raggiunge la sua massima efficienza a temperature intorno ai 
10/15°C mantenendosi comunque elevata intorno agli 0°C. I licheni 
rispondono con relativa velocità alla diminuzione della qualità dell'aria e 
possono ricolonizzare in pochi anni ambienti urbani e industriali qualora si 
verifichino dei miglioramenti delle condizioni ambientali. 
Il fatto di dipendere quasi esclusivamente dall'atmosfera per la 
nutrizione fa dei licheni degli ottimi bioindicatori dell'inquinamento 
atmosferico. I licheni considerati per la valutazione della biodiversità sono 
essenzialmente quelli epifiti, il che consente di limitare la variabilità di 
parametri ecologici indipendenti dall'inquinamento (quali tenori in basi o 
capacità idrica, assai variabili nei substrati litici). 
Essi possono essere utilizzati sia come bioaccumulatori che come 
bioindicatori. 
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Nel primo caso si sfrutta la loro capacità di assorbire e accumulare i 
contaminanti presenti nell'atmosfera; per studiare il bioaccumulo di varie 
sostanze (metalli pesanti, idrocarburi clorurati, radionuclidi ecc.) all'interno 
dei talli per studiarne la concentrazione, il grado di diffusione e le sorgenti 
di inquinamento. La metodologia si basa sulla raccolta di talli appartenenti 
alla stessa specie e sulla determinazione delle sostanze in esame attraverso 
le tecniche della gascromatografia, spettrofotometria, ecc. Viene 
normalmente impiegata la porzione esterna del tallo di un lichene foglioso 
come la Parmelia caperata. I campioni, dopo esser stati raccolti vengono 
essiccati, ripuliti, polverizzati, omogeneizzati e sottoposti a spettofotometria 
ad assorbimento atomico per determinare le concentrazioni dei vari metalli 
pesanti: Cadmio, Cromo, Rame, Nichel, Piombo e Zinco. Successivamente 
le concentrazioni dei vari metalli pesanti sono elaborate attraverso 
programmi di cartografia computerizzata al fine di ottenere la 
visualizzazione di zone a diversa concentrazione del metallo considerato. 
Nel caso di utilizzo dei licheni come bioindicatori, il livello di 
inquinamento atmosferico viene valutato in base ad una serie di parametri 
quali il numero di individui presenti, la frequenza con la quale si presentano 
e la tolleranza che hanno nei confronti degli inquinanti. Una delle 
metodologie per il rilevamento dell'inquinamento atmosferico con i licheni 
epifiti è basata su una misura della biodiversità, ossia sull'abbondanza delle 
specie licheniche. I valori di biodiversità vengono interpretati in termini di 
allontanamento rispetto alla naturalità attesa. Tale allontanamento è 
provocato dagli inquinanti che causano nelle comunità licheniche una 
diminuzione nel numero di specie e una diminuzione della loro 
copertura/frequenza [P 12]. 
Negli ultimi decenni sono stati proposti molti metodi che, utilizzando 
opportune scale di interpretazione, valutano attraverso i licheni la qualità 
dell'aria. Le procedure solitamente prevedono il calcolo delle specie 
licheniche presenti nelle zone in analisi, suddivise in opportuni quadranti, 
analizzando il tipo di specie presenti e la loro varietà. Il campionamento è 
solitamente basato sullo studio della popolazione lichenica presente su un 
numero adeguato di alberi ospitanti. Il conteggio delle specie avviene 
all'interno di zone del tronco che vengono delimitate da griglie 
opportunamente posizionate. 
Uno studio effettuato in territorio svizzero all'inizio degli anni '90, ha 
proposto il confronto, mediante analisi statistica multivariata, delle diverse 
tecniche utilizzate per il calcolo dell'IAP (Index of Air Purity), un indice che 
stima la qualità dell'aria in base alla presenza lichenica della zona 
monitorata. Lo studio ha evidenziato come i campionamenti effettuati con 
una griglia di 1 O unità rappresentino i migliori risultati e non richiedano 
nessuna assunzione riguardante la sensibilità delle specie [P13]. Il metodo è 
stato rapidamente adottato in molti paesi, spesso con l'introduzione di 
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alcune modifiche riguardanti l'ampiezza della griglia. Nelle modalità di 
approccio messe a punto in Svizzera la dimensione della griglia varia 
rispetto al diametro del tronco, mentre in Italia e Germania sono state 
adottate dimensioni fisse, seppur differenti tra loro. Un'ulteriore evoluzione 
della procedura tiene conto dell'esposizione alla luce solare tramite 
l'utilizzo di griglie che permettono la misura di campioni disposti secondo 
tutte quattro le direzioni cardinali. 
In Italia una procedura generalmente accettata per la stima della qualità 
dell'aria e seguita anche nel manuale pubblicato dall 'ANP A, è quella 
proposta da P.L Nimis. La misura della somma delle frequenze licheniche 
non è più indicata con l'IAP (Index of Atmosferic Purity)., bensì con L'IBL 
(Indice di Biodiversità Lichenica) [P14]. Nella guida sono contenute le 
indicazioni relative alla selezione dei siti di campionamento, degli alberi su 
cui compiere il monitoraggio e la posizione della griglia di campionamento, 
al fine di eliminare gli elementi di soggettività esistenti nelle precedenti 
linee guida messe a punto in Italia e Germania. 
Per una più facile interpretazione dei dati, a ciascun valore di 
biodiversità lichenica è possibile associare il grado di deviazione da 
condizioni naturali tramite una scala. Inoltre al fine di una migliore 
visualizzazione dei risultati è solitamente prevista un'elaborazione 
cartografica che mostri una suddivisione del territorio in esame in aree con 
biodiversità lichenica diverse: ad ogni classe di naturalità/alterazione viene 
associato un colore. 
Le numerose indagini realizzate sinora riguardano centri urbani, territori 
comunali e provinciali, zone di interesse naturalistico, e aree con presenza di 
attività antropiche alteranti. 
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Capitolo 4 
Strumentazione basata su 
biosensori 
Si propone un approccio per la valutazione del! 'alterazione 
del! 'equilibrio ambientale causato da inquinanti che si 
avvale di organismi biologici, in particolare licheni, come 
parte attiva del sistema. Lo scopo è quello di ottenere 
dell'informazione che integri quella attualmente rilevata dai 
processi standard, con il supporto di strumentazione di 
misura che permetta di risolvere alcuni dei problemi 
attualmente presenti. Si descrive quindi lo sviluppo di due 
dispositivi di misura idonei allo scopo. 
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Uno degli obiettivi, sempre attuale nello sviluppo di nuovi sensori, è 
quello di aumentare le loro prestazioni in termini di sensibilità, selettività e 
velocità di risposta. D'altra parte, è di interesse anche la possibilità di 
ottenere dei dispositivi non invasivi che possano oggettivare e supportare gli 
operatori nella verifica di indicatori attualmente dipendenti dall'esperienza 
dell'operatore e da misure di laboratorio. 
Ai fini di dimostrare la fattibilità di un approccio che prevede di 
sfruttare l'informazione più completa fornita da indicatori biologici in 
merito alla stima dei parametri ambientali, si è quindi suddiviso il lavoro in 
due parti. La prima ha previsto lo sviluppo di un dispositivo, da utilizzare 
come sensore secondario, idoneo ad ottenere prestazioni elevate in termini 
di sensibilità e velocità di risposta. In questo modo si possono sfruttare le 
possibilità attuali offerte dalle biotecnologie e dalle nanotecnologie di 
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utilizzare sottosistemi di organismi biologici (enzimi, DNA etc. ) per 
aumentare le prestazioni complessive dei sistemi di misura. 
La seconda ha riguardato lo sviluppo di un sistema non invasivo con il 
quale rendere oggettiva la valutazione dei parametri che permettono la stima 
di impatto ambientale. Questo approccio permette di utilizzare la base di 
conoscenza relativa ai sensori primari scelti, i licheni, cercando di risolvere 
quei problemi ancora presenti nelle analisi di questo tipo, legate alle 
procedure di verifica ed alla difficoltà di standardizzazione. 
L'analisi dei metodi di rilevazione utilizzabili in ambienti gassosi ha 
quindi portato alla scelta di sviluppare, nel primo caso, dei sensori di tipo 
ponderale, nel secondo di tipo ottico. 
4 .1. Biosensori 
Il biosensore sfrutta uno strato di materiale biologico come primo stadio 
di trasduzione; questo materiale opera una trasformazione chimico-fisica 
della grandezza di interesse e fornisce una quantità fisica misurabile 
proporzionale all'ingresso considerato. Tale quantità viene tradotta in una 
grandezza elettrica dal trasduttore secondario [P15]. 
In generale, uno dei più grandi vantaggi nell'impiego di materiale 
biologico è dato dalla notevole selettività che è possibile ottenere nel 
rilevare la grandezza di interesse. Un esempio può essere offerto, nel campo 
della biologia sintetica, dall'impiego di batteri opportunamente "istruiti" e 
manipolati che possono reagire ad una serie di stimoli di varia natura. 
La classificazione dei biosensori può essere effettuata in base al 
trasduttore primario o in base al trasduttore secondario utilizzato. In questo 
secondo caso, i principali metodi di misura sono i metodi ottici, 
elettrochimici, termometrici, piezoelettrici o magnetici [P16]. Tra i metodi 
utilizzati per la realizzazione di biosensori, presentati nella seguente tabella, 
la valutazione delle possibilità offerte dai vari approcci di misura ha fatto 
propendere, come detto nel paragrafo precedente, per i sistemi di tipo ottico 
e ponderale 
Metodo Principio di Vantaggi Svantaggi 
funzionamento 
Ottico Si basa sull'accoppiamento Alta sensibilità. ~rocedure in via 
SPR (Surface tra campo evanescente nel di sviluppo 
Plasmon punto di riflessione interna e 
Resonance) plasmoni di superficie. Le 
[Pl6, PI 7, Pl8] interazioni biomolecolari 
che avvengono su questa 
superficie modificano 
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l'indice di rifrazione del 
mezzo all'interfaccia e si ha 
uno spostamento di energia. 
Si misura lo spostamento 
del minimo della radiazione 
riflessa. 
Ottico Si misura la variazione della Possibilità di Mantenimento 
Fluorescenza risposta fluorescente di riconoscere delle condizioni 
[Pl6, P17, P18] molecole eccitate da luce in singole ambientali, 
presenza dell 'analita. molecole o sopratutto 
comunque la termiche, 
presenza in aree dell' analita 
molto ristrette 
Elettrochimico Si basa sull'impiego di celle Basso costo, Il sensore produce 
Amperometrico elettrochimiche alimentate alta stabilità un rumore che 
[P17, P18, P19, da un potenziostato e sulla termica e necessita spesso 
P20, P21, P22, P23, misura della corrente. chimica di misure 
P24, P25] Presenta la possibilità di differenziale, si 
imprinting molecolare nella opera con sistemi 
costruzione dell'elettrodo di a tre elettrodi. 
misura. Problemi di 
ripulitura 
dell'elettrodo 
Magnetico Si creano marcatori Possibilità di Scarsa possibilità 
[P26, P27] magnetici che colpiscono la rilevare, con di confronto dei 
sostanza cercata nell' analita. opportune risultati per una 
Mediante misure di metodologie, corretta 
magnetoresistenza si può singoli valutazione 
risalire alla quantità di marcatori dell'efficacia del 
sostanza presente metodo 
nell' analita. 
Termometrici o Si basa sulla risposta Basso costo, Limitati dal costo 
calorimetrici esotermica o endotermica ampia gamma di delle operazioni e 
[PI 7, P28] del materiale biologico in sostanze che dalle procedure 
funzione dell' analita. Il attuano una sperimentali 
sensore secondario misura risposta termica relativamente 
la variazione di temperatura. con sufficiente lunghe 
specificità 
Ponderali Il materiale biologico Alta selettività, Difficile sviluppo 
[PI 7, P29, P30, depositato sul sensore varia alta sensibilità, della tecnologia 
P31] la sua massa in presenza basso costo, 




Tabella 4.1 Principali metodi di misura nel settore dei 
biosensori 
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4.2. Sviluppo di sensori ponderali 
Uno dei fenomeni coinvolti nell'interazione dell'analita con il sensore 
primario, nel caso particolare con il materiale biologico, è una variazione 
della massa. La possibilità di sviluppare dispositivi molto sensibili, in grado 
di valutare variazioni di peso dell'ordine di frazioni di nanogrammi, 
giustifica la scelta di realizzare un dispositivo ponderale ad onda acustica 
superficiale. Le nuove conoscenze nella biochimica molecolare hanno 
permesso di individuare un gran numero di reazioni utilizzabili per la 
realizzazione di strumenti in grado di fornire un'elevata sensibilità associata 
a grande selettività. Il problema consiste quindi nel tradurre queste 
variazioni in un segnale elettrico. Una soluzione è offerta dall'interazione 
tra onde elastiche ed un materiale attivo. Tra le possibilità disponibili per la 
misura di variazioni di massa, si è scelto di sviluppare un dispositivo ad 
onda acustica superficiale di tipo SAW, in base alle caratteristiche 
raggiungibili con questo metodo di misura per analiti di tipo gassoso. 
La situazione di mercato nell'ambito di questi sensori è piuttosto 
contrastante. L'utilizzo di dispositivi SAW è ampiamente diffuso in campo 
elettronico, dalla telefonia cellulare ai telecomandi per cancelli automatici. I 
dispositivi normalmente impiegati in applicazioni elettroniche hanno però 
caratteristiche differenti da quelle necessarie alla realizzazione di sensori 
chimici, per i quali sul mercato non sono disponibili componenti destinati a 
questo scopo. 
All'evidente bisogno giustificato dall'attualità nell'ambito della ricerca, 
non corrisponde quindi la disponibilità in termini di tecnologia, che 
attualmente è di tipo proprietario e viene immessa su1 mercato sotto la 
forma di sistemi di misura completi. 
L'obbiettivo è quindi quello di sviluppare tale tecnologia in modo da 
disporre di SA W ottimizzate per l'ambito dei biosensori. Per questo lavoro è 
quindi stata progettata e realizzata una SA W con tecnologia a film sottile, le 
cui caratteristiche costruttive e funzionali hanno confermato sia la validità 
del progetto che la validità del processo tecnologico messo a punto. 
I sensori ponderali basati su onde acustiche superficiali sfruttano 
l'effetto piezoelettrico che produce delle sollecitazioni meccaniche sulla 
superficie del substrato. Si genera un'onda acustica che si allontana 
dall'IDT (trasduttore interdigitale), propagandosi sul substrato in direzione 
perpendicolare agli elettrodi. Applicando una tensione sinusoidale di 
frequenza f, tutte le vibrazioni interferiscono costruttivamente solo se la 
distanza tra gli elettrodi p è uguale a mezza lunghezza d'onda. La frequenza 
fo = v / p che corrisponde alla somma di questi effetti, è chiamata frequenza 
di sincronismo o frequenza di risonanza de11'onda acustica. 
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I sensori basati su onde acustiche che fungono da linee di ritardo 
offrono un'elevata sensibilità, possiedono delle dimensioni ridotte e possono 
essere realizzati con tecnologia planare, cosa che permette di contenere i 
costi di produzione. Inseriti in un circuito risonante essi forniscono un alto 
rapporto segnale-rumore e una frequenza in uscita che risulta facilmente 
trattabile per via elettronica. 
La linea di ritardo consiste in un substrato piezoelettrico sul quale sono 
implementate due IDT ad una distanza L tra i due centri. Le onde acustiche 
che sono generate su un IDT sono captate, con un certo ritardo, dalla 
seconda IDT, generando un campo elettrico sulla seconda IDT. La somma 
delle ampiezze e delle fasi del campo generato determina la risposta del 
sensore. Il fenomeno sonda è costituito dalle perturbazioni lungo il tragitto 
di propagazione dell'onda acustica. 
Sul fronte della ricerca è necessario avere a disposizione un dispositivo 
per il quale risulti possibile esplorare gli aspetti delle onde acustiche legati 
con l'interazione con l'ambiente di misura. L'ottimizzazione quindi 
comporta la definizione delle tipologie configurazioni base, dei materiali 
utilizzabili come substrato, delle dimensioni, della tecnica di realizzazione, 
al fine di massimizzare la sensibilità e la velocità di risposta dei dispositivi e 
di isolare il loro funzionamento dalle perturbazioni indotte dalla variazioni 
spurie dei parametri ambientali. Tra le grandezze che influenzano una 
misura, le onde acustiche risentono della variazione di temperatura, di 
pressione e del rapporto tra flussi di gas o liquidi. Nelle applicazioni che 
coinvolgono l'utilizzo del sensore come microbilancia, questi parametri 
potrebbero portare ad una risposta del dispositivo difficilmente 
interpretabile. 
4.2.1. Ottimizzazione del sensore ad onde acustiche 
All'interno del gruppo dei sensori di tipo ponderale esistenti, è stato 
operata una scelta a fine di ottenere la maggiore sensibilità raggiungibile. 
Viene di seguito giustificata la scelta del dispositivo che è stato realizzato, 
mediante una valutazione delle caratteristiche richieste e delle risorse 
tecnologiche disponibili per la sua produzione. 
Nella seguente tabella sono riportati parametri rilevanti quali frequenze 
di utilizzo e sensibilità teoriche raggiungibili, in modo da ottenere 
l'obiettivo desiderato. L'ambiente in cui si desidera utilizzare il dispositivo 
è un ambiente gassoso, per il quale i risonatori della tabella sono adeguati. 
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Sensibilità Esempi 
teorica sm Campo di 
Dispositivo 
Hz·cm 2 
frequenze Spessore sm 
( ) (MHz) Frequenza del 
Hz·cm 2 µg MHz substrato 
mm µg 
Risonatore TSM 
2.3fo2 (Tbickness Shear 5-30 
6 0.26 84 
Mode) su quarzo 5.7/t2 30 0.055 2170 
con taglio AT 
Risonatore in modo 0.59 fo2 
longitudinale a 900-1000 957 0.0055 359000 
film sottile di AIN 16.3/t
2 
Linea di ritardo 
SAW 




propagazione X 1.35fo2 112 16900 
-taglio ST 
-ta~lio Y 
Risonatore SA W su 
quarzo con taglio 1.26fo2 25-500 200 n.d. 50400 
ST 
Linee di ritardo 
0.019/ t2 4.7 0.003 2110 FPW basate 1-10 
su ZnO I Al I Si3N 4 0.022/t
2 2.6 0.003 2470 




158 0.19 11000 Quarzo ST 
Tabella 4.2 Risonatori 
Il risonatore che permetterebbe di ottenere la sensibilità maggiore è 
quello longitudinale costruito con il nitruro di alluminio ( AlN ), ma tale 
dispositivo è stato scartato poiché risulta di difficile realizzazione in 
laboratorio, in quanto richiede diversi strati di materiali con caratteristiche 
di spessore ben definite. Non sono disponibili infatti i materiali ed i mezzi 
necessari per controllare in maniera sufficientemente accurata gli spessori 
degli strati depositati. 
Si è quindi pensato di utilizzare la linea di ritardo SA W ad onda di 
Rayleigh. La tecnologia planare mediante fotolitografia, in cui lo spessore 
dello strato depositato non incide sulla frequenza di risonanza, lo rende il 
candidato ideale per lo sviluppo con i mezzi a disposizione. 
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4.2.2. Onde di Rayleigh 
In generale le onde acustiche che hanno una forte densità d'energia in 
prossimità della superficie sono preferibili per le applicazioni nei sensori. 
Infatti, maggiore è l'energia acustica che si trova nella zona a contatto con 
l'esterno, più elevata risulta la sensibilità alle perturbazioni superficiali. Ci 
si riferisce a questo tipo d' onde con l'acronimo SA W (Surface Acoustic 
Wave). 
Le onde di Rayleigh, le onde di Lamb, le onde superficiali trasversali 
SBW (Surface Skimming Bulk Wave ), le onde di Love fanno parte delle 
SA W. Le onde di taglio orizzontale in modo acustico piatto "SH APM" 
(Shear Horizontal Acoustic Plate Mode) possiedono un'altra natura, ma la 
loro sensibilità può essere aumentata utilizzando piatti sottili. La scelta del 
tipo d'onda dipende molto dall'ambiente in cui è utilizzato il sensore. 
L'onda di Rayleigh è un'onda bidimensionale che si propaga lungo la 
superficie del substrato solido. Lo spostamento delle particelle è normale al 
piano della superficie, che viene detto anche piano sagitale. L'onda è 
costituita da una componente longitudinale e da una componente di taglio 
normale alla superficie; la velocità dell'onda di Rayleigh è vicina a quella di 
taglio, mentre la sua penetrazione supera di poco la lunghezza d'onda. Per 
l'utilizzo in sensori di gas, la superficie del substrato è ricoperta con un 
sottile strato di materiale attivo e selettivo, in grado di assorbire una ristretta 
gamma di molecole, portando ad un incremento del carico di massa al quale 
è soggetta l'onda di Rayleigh. 
La sensibilità alla massa dipende dal rapporto di Poisson, 1 < K(a) < 2 e 
risulta essere: 
S =- K(a) 
m pJv (4.1) 
dove p rappresenta la densità del substrato e A, la lunghezza d'onda 
[P32]. 
4.2.3. Dispositivi a due porte: linee di ritardo SA W 
La linea di ritardo SA W è un dispositivo a due porte, una che funge da 
ingresso e l'altra da uscita, spesso progettate identiche e quindi 
intercambiabili. Ogni porta prevede due pettini, uno connesso alla massa e 
l'altro al segnale del cavo coassiale di collegamento. Questa configurazione 
è meglio conosciuta come "linea di ritardo", piuttosto che come risonatore, 
poiché un segnale elettrico che incide sulla prima IDT genera un'onda che si 
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propaga con un tempo finito (generalmente un tempo di uno o più ~)fino 
a raggiungere l 'IDT ricevente, sul quale si rigenera un segnale elettrico. 
Questa soluzione rende molto semplice la creazione di un dispositivo 
oscillante. La distanza tra le IDT è un parametro importante: deve essere 
sufficientemente ampia, in maniera tale che l'accoppiamento 
elettromagnetico tra le IDT sia trascurabile rispetto a quello acustico. In 
aggiunta, se il materiale coprente risulta elettricamente conduttivo, o diventa 
conduttivo in seguito all'assorbimento dell' analita, allora lo spazio tra le 
strutture dell'IDT (nel quale il rivestimento deve essere confinato in modo 
da evitare restringimento delle IDT) deve essere ampliamente confrontabile 
con il numero totale di periodi definiti dagli elettrodi in maniera da produrre 
una risposta misurabile. In generale, una distanza di 100-300 lunghezze 
d'onda va relativamente bene per le SAW. 
I dispositivi SA W utilizzano un modo nel quale la lunghezza d'onda è 
imposta dalla periodicità della IDT in ingresso. Dal momento che esiste 
un'onda superficiale libera, la SAW non è influenzata dallo spessore del 
substrato, che di solito supera la misura di qualche lunghezza d'onda. Con 
lunghezze d'onda tipicamente dell'ordine di qualche µm fino a oltre 
lOOµm, i substrati hanno uno spessore di 200µm ed oltre. Non appena lo 
spessore del substrato si assottiglia fino a raggiungere qualche lunghezza 
d'onda, la faccia opposta del substrato entra in gioco e la SA W può 
degenerare in un modo piatto come l'SH APM (Shear Horizonta1 Acoustic 
Plate Mode) o il FPW (Flexural Plate Wave). 
Nelle SAW la distribuzione dell'energia dell'onda attraverso la 
superficie risonante non risulta uniforme, ciò comporta una non uniforme 
sensibilità spaziale alle sollecitazioni superficiali. I dati disponibili in 
letteratura si riferiscono ad un'uniforme distribuzione dell'energia attraverso 
l'intera superficie. Un'eccezione, per una perturbazione uniforme rispetto 
alla lunghezza, è data dalla regione compresa entro qualche lunghezza 
d'onda dagli elettrodi, dove la distribuzione dell'energia è relativamente 
piatta. Perciò se la costante di sensibilità è conosciuta in questa regione, può 
essere ricavata la distribuzione dell'energia delle rimanenti zone 
semplicemente per confronto. Pertanto è meglio operare depositando e 
rimuovendo da diverse zone una massa conosciuta di materiale; è sempre 
sconsigliato il deposito di materiale non rettangolare, poiché ciò renderebbe 
non uniforme la distribuzione dell'onda acustica creando delle creste che si 
propagano in linea retta. 
4.2.4. Materiali per il substrato 
Per quanto riguarda il substrato piezoelettrico, il quarzo è da sempre il 
materiale più utilizzato per sensori ad onde acustiche, poiché possiede un 
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coefficiente termico relativamente basso se confrontato con quello di altri 
materiali. La diffusione del quarzo porta alla disponibilità di questo 
materiale in grandi formati (wafer levigati da 3') e grandi quantità in 
differenti supporti. Inoltre si possono ottenere differenti orientazioni 
cristallografiche capaci di minimizzare il coefficiente di temperatura (a 
temperature prossime a quella ambiente), che sono state caratterizzate negli 
anni ed attualmente sono disponibili su larga scala. Queste orientazioni 
comprendono taglio ST per dispositivi SAW e tagli AT e BT per risonatori 
TSM. 
Oltre al quarzo sono disponibili altri diversi materiali per substrati, tra 
cui il Niobato di Litio ( LiNb03 ). Il coefficiente d'accoppiamento 
elettromeccanico ( K 2 ), relativamente elevato, lo rende un buon candidato 
per dispositivi con un numero di coppie d'IDT di quasi un ordine di 
grandezza in meno rispetto al quarzo. Sfortunatamente tale materiale 
possiede un consistente coefficiente di temperatura (approssimativamente 
80 ppm I °C per una SA W che si propaga in direzione Z su un substrato di, 
LiNb03 con taglio Y), quindi è necessario compensare di questo fenomeno 
per impieghi come dispositivo di misura. 
L'Arseniuro di Gallio ( GaAs) è un materiale che, oltre ad essere un 
semiconduttore, possiede anche proprietà piezoelettriche. A causa della 
natura covalente dei suoi legami, GaAs possiede un K 2 molto basso: è 
questo il motivo per il quale risulta poco interessante per lo sviluppo di 
sensori SAW. 
Tramite l'utilizzo di ossido di zinco ( ZnO) e nitruro di alluminio 
( A!N ), è attualmente possibile l'integrazione di dispositivi ad onda acustica 
e circuiti integrati convenzionali sullo stesso substrato di silicio. Operando 
in opportune condizioni, questi materiali possono venir depositati in forma 
di film sottile, tipicamente mediante "RF sputtering", mantenendo le 
proprietà piezoelettriche. Per realizzare ciò, la cristallizzazione che avviene 
durante la deposizione deve essere orientata in maniera predominante in 
un'unica ed elettricamente attiva direzione cristallografica. 
Dopo una ricerca sui substrati disponibili sul mercato si è giunti alla 
seguente tabella: 
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Coefficiente di 
Velocità dell'onda variazione termica 
Asse di 







42°Y X 4214 5.0 32 
X 112°Y 3302 0.84 18 
Si02 34°Y X 3152 0.13 o 
FUTIAN CASTECH CRYSTAL.INC 
LiNb03 
y z 3488 4.9 94 
127.86°Y X 3980 5.5 75 
LiTa03 
36°Y X 4160 5 28-32 
42°Y X 4022 7.6 40 
IMPEX HIGHTECH 
LiNb03 
y z 3485 4.3 95 
128°Y X 3970 5.5 78 
LiTa03 
X 112°Y 3295 0.75 22.3 
y z 3230 0.66 35 
Bi12Ge020 
[l I O] [O O I] 1265 0.70 128 
[O O l] [I I O] 1680 1.3 140 
LiB40 7 
45°X z 3380 I.O o 
X z 3542 I.O o 
Bi12Si020 [O O l] [I I O] 1622 0.62 




2742 0.32 25 
22.5] 
La2Ga5Si014 [O 140 25] 2736 0.38 27 
Si02 
[O 132.75 
3157 0.14 25 O] 
MMC - ADV Jappan 
La2Ga5Si014 48.5Y 26.6°X 2735 0.32 -1.1 





LiTaO~ X 112°Y 3280 -20 
LiNb03 127.86°Y X 3994 5.6 -74 
X 
l 12.2°Y 3290 0.75 18 
LiTa03 
112°Y 3296 0.7 -18 
41°Y X 4792 17.2 50 
64°Y X 4742 11.3 70 
Tabella 4.3 Substrati disponibili sul mercato 
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La scelta del substrato da utilizzare è caduta sul Niobato di Litio 
principalmente per due motivi: 
• possiede un k2 elevato per cui si ottiene un'attenuazione contenuta tra 
l'ingresso e l'uscita del dispositivo anche nel caso non ci sia un perfetto 
allineamento degli elettrodi con l'asse di propagazione; 
• la velocità dell'onda è di 3980m/ s, piuttosto alta rispetto a quelle di 
altri candidati, il che rende possibile di ottenere frequenze di risonanza 
più elevate a parità di dimensione degli elettrodi. 
4.2.5. Caratteristiche e progetto dell 'IDT 
Il modo migliore per eccitare e rilevare le onde acustiche superficiali su 
substrati piezoelettrici è l'utilizzo di strutture IDT. La struttura a pettine 
della IDT viene tipicamente realizzata mediante tecniche fotolitografiche 












Periodicità // / 
fil>/ 
~ ~ t-1 
d/4 d/4 
Figura 4.1 Struttura base delle IDT 
Il film metallico utilizzato per creare la IDT deve avere uno spessore 
sufficiente a garantire la conducibilità elettrica ma allo stesso tempo non 
deve essere troppo spesso in modo da non determinare un carico eccessivo 
per l'onda acustica. Tipicamente il film sottile viene realizzato in alluminio 
con uno spessore di lOOOA. Un altro materiale spesso utilizzato è l'oro per 
il quale esiste la necessità di aggiungere uno strato di circa 1 OOA di 
titanio/tungsteno per garantirne l'adesione al substrato. Il progetto delle IDT 
determina rimpedenza elettrica per il dispositivo ad onda acustica, la sua 
frequenza di risonanza, la larghezza di banda e l'area sensibile. 
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Una IDT eccita un'onda acustica su un substrato piezoelettrico quando 
vi viene applicata una tensione a radiofrequenza~ questa tensione tempo-
variante determina una variazione sincrona nella deformazione del substrato 
piezoelettrico e quindi la generazione dell'onda acustica. La lunghezza 
d'onda À che viene efficacemente generata dalla IDT è uguale alla 
periodicità della struttura ( d nella figura). La velocità di un'onda acustica 
non perturbata risulta costante e uguale al prodotto tra frequenza e la 
lunghezza d'onda. In pratica lo spazio tra le dita della IDT determina la 
frequenza centrale / 0 = v / d . Per un tipico substrato piezoelettrico quale il 
quarzo-ST, l'onda di Rayleigh ha una velocità di 3158m/s, una IDT con 
una periodicità di 100 µm genera quindi un'onda acustica superficiale con 
una frequenza di 31,5 8MHz . 
Il progetto di una IDT ottimale per una specifica applicazione è un 
lavoro complesso, che, nel caso di filtri commerciali, controllo di frequenza 
e linee di ritardo, è molto spesso realizzato con l'ausilio di sofisticati 
programmi al computer. Questi programmi modellizzano la risposta della 
IDT considerando gli effetti elettromeccanici e l'interazione con le strutture 
circostanti. 
Allo scopo di sviluppare un progetto dei singoli elementi che 
compongono questo dispositivo si ricava di seguito un modello delle IDT . 
Da questa analisi risulta inoltre evidente il motivo per cui spesso ci s1 
riferisce alle SA W con il termine "linee di ritardo". 
Consideriamo lo schema base degli IDT come visibile nella figura 4.2: 
-_.. 
v. .. V+o.1 
:;r ·~ • L 
In =O A=O 
• + + + + 
Figura 4.2 Modello schematico del trasduttore. 
La struttura sul lato sinistro rappresenta il generatore che, sfruttando la 
piezoelettricità del substrato, trasforma un potenziale elettrico in una forza 
elastica. Tale forza elastica genera a sua volta l'onda di Rayleigh che si 
propaga nel substrato; gli elettrodi sul lato destro riconvertono l'onda 
elastica in segnale elettrico. 
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Poniamo M ed N rispettivamente il numero di elettrodi in grado di 
generare e ricevere la forza elastica sul substrato, e assumiamo vere le 
seguenti proposizioni: 
• il mezzo elastico si comporta come se fosse illimitato, in altre parole, 
non si considerano le riflessioni dell'onda acustica superficiale 
provocate dai bordi del substrato; 
• la forza è proporzionale alla tensione generata su ogni elemento (dito) 
della IDT sul lato sinistro della figura; 
• il campo degli spostamenti generato da ogni dito del trasduttore posto 
sul lato sinistro, equivale al campo che sarebbe prodotto dal trasduttore 
se fosse localizzato nella stessa posizione. 
Se le precedenti condizioni sono soddisfatte, la forza che si ha all'm-
esimo dito è data da: 
(4.2) 
Dove vin (t) è la tensione di ingresso applicata a tutte le dita e K1 è la 
costante di proporzionalità della IDT. Occorre tener sempre presente che un 
modello dettagliato di un elettrodo è molto complicato da ottenere. 
Consideriamo ora un'onda monodimensionale che si propaga con velocità c 
nella direzione x , rappresentata dall'equazione; 
a2u 2 a2u . 
- 2 = c - 2 + F(x,t) at ax (4.3) 
Il termine U rappresenta lo spostamento in funzione dello spazio e del 
tempo ed F è la forza in funzione della densità del mezzo [cm/ s 2 ] . 
Una soluzione particolare u dell'equazione d'onda con tempo nullo 
iniziale, è data dalla seguente espressione: 
1 itix+c{t-s) U(x,t) = - F(y,s)dyds 
2c O x-c(t-s) 
(4.4) 
Nel caso di una forza in funzione della densità nella posizione x = ç 
data da: 
F(x,t) = 8(x - ç)f (t) (4.5) 
dove 8 è l'impulso unitario in x =O; da notare che 8(x - ç) è l'inverso di 
una lunghezza, per cui f (t) si esprime in [cm/ s], ottenendo: 
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u(t) = U(O,t) 
U(O,t) = _l f1f(s)(fc(t-s) o(y- ç)dy)ds 
2c Jo -c(t-s) 
1 i' (f;+c(t-s) ) =- f(s) o(y)dy ds 
2c o ;-c(t-s) 
(4.6) 
1 it . = - /(s)(l- ~-1:ic(s))ds 
2c 0 "' 1 
in cui Vb ( s) è il gradino unitario (di valore nullo per s < b e unitario per 




c Jo f(s)ds (4.7) 
Per t 2 ç /e . Quindi, sempre per t 2 ç /e si ottiene: 
ù(t) = -
1 .r(t -çJ 
2c e 
(4.8) 
Non essendoci riflessioni da parte dei bordi del substrato (primo 
enunciato del paragrafo) e applicando la (4.8) si ottiene: 
(4.9) 
dove VR è la velocità dell'onda di Rayleigh. Poniamo essere q out la 
carica elettrica che si genera sugli elettrodi, quando questi sono soggetti a 
deformazioni locali~ ne deriva che la deformazione in un punto è 
proporzionale al gradiente dello spostamento, il quale varia 
proporzionalmente allo spostamento del punto considerato. Assumiamo 
allora che la carica sia la somma delle variazioni prodotte da ogni dito e la 
carica di ogni dito sia proporzionale agli spostamenti. Otteniamo quindi: 
N-1 
qout = K1Lun(t) (4.10) 
n=O 
Ad anello aperto si assume che la tensione di uscita sia proporzionale 
alla carica e si ottiene una relazione del tipo: 
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( 4.11) 
Combinando le ultime due equazioni con l'equazione (4.9), otteniamo la 
relazione tra la tensione di ingresso e la tensione di uscita: 
. ( )=h~~1 . (- L+ma+naJ 
vout t. L..J L..J vm t 
n=Om=O VR 
dove 
La funzione di trasferimento ad anello aperto 
Poniamo 









e sost1tmamo questa espressione nell'equazione ( 4. 12 ), ottenendo la 
seguente espressione nel dominio della frequenza: 
} 
. L Af-1 _}(J)ma .N-1 jc.na 
1 - J {t)- "'""' l "'""' f•'R G(m) = - e v -R L..J e JR L..J e 
{J) m=O n=O 
(4.15) 
È possibile interpretare la ( 4.15) come una serie geometrica che risolta 
fornisce i seguenti risultati: 
. Ma . Na 
-1m- -1m-
J 1 VR 1 VR G(m) = _!_e-JmL - e - e 
{J) - jm.!!_ - jm.!!_ 
1 - e VR 1- e VR 
(4.16) 
L'equazione (4 .16) può essere riscritta sfruttando la seguente identità: 
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. Ma 
-1m-
1- e . VR 
----=--- ------
. a -;m-
l- e v,, 
. a . a ;m- -;m-
e 2v,, - e 2v,'l 
60/132 
( 4.17) 
L'equazione ( 4 .17) permette di ottenere un'espressione compatta della 
funzione di trasferimento: 
(4.18) 
La risposta in frequenza associata alla funzione di trasferimento G( OJ) è 
un filtro passabasso con frequenza centrale espressa mediante l'equazione: 
V 
OJ = 2JT-1i e a 
(4.19) 
Le caratteristiche di me sono associate alla velocità di propagazione 
dell'onda di Rayleigh ed alla spaziatura degli elettrodi. Si osserva che L non 
influenza la frequenza centrale del dispositivo ad anello aperto, perciò 
quest'ultima non viene influenzata dall'adsorbimento sulla superficie. 
Sostituendo la definizione di frequenza centrale alla funzione di 
trasferimento si ottiene: 
h -jlf( 2L+M+N-2)!!!_ 
G(m) =-e a m,, g(m) (4.20) 
{J) 
La funzione g( m) è definita da: 
( 4.21) 
il termine esponenziale nella (4.20), rappresenta il ritardo di fase. Il 
rapporto tra le ampiezze in uscita ed in ingresso è dato da g(m) . I termini M 
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ed N sono numeri interi, per cui per OJ =mc si hanno delle singolarità. La 
figura 4.3 rappresenta la risposta del trasduttore ad anello aperto che si 







Figura 4.3 Risposta ad anello aperto per M=N=lO. 
Stabilità dell'oscillatore ricavato dalla linea di ritardo SA W 
Supponiamo di prelevare il segnale fornito dalla linea di ritardo, 
amplificarlo e restituirlo nuovamente al trasduttore. Ignorando il ritardo 
dell'amplificatore si ottiene: 
(4.22) 
Dove A è il guadagno dell'amplificatore. Sostituendo nell'equazione 
(4.12) si ottiene l'equazione differenziale funzionale: 
. (' ) = h~~1 ( _ L +ma+ naJ 
V out t L.J L.J Vin t 
n=O m=O VR 
(4.23) 
Ponendo v;)t) = eJ.J nell'equazione (4.23), otteniamo il seguente 
risultato: 
-2 na M-l -Àma 
À = Ahe vR I e vR 
m=O 
(4.24) 
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Per Ah> O l'equazione (4.24) può avere una radice positiva, il che 
comporta l'instabilità del circuito. La tensione in questo caso cresce 
esponenzialmente e si arriva alla saturazione del circuito; questa situazione 
va evitata in modo che il circuito possa sostenere delle oscillazioni stabili. 
Dato che non ci possono essere radici reali positive per Ah < O si tende ad 
utilizzare la reazione negativa; in alternativa si può utilizzare la reazione 
positiva e prevenire le oscillazioni filtrando opportunamente il segnale. 
Supponiamo che l'instabilità di un circuito venga evitata mediante un 
opportuno progetto del circuito: i disturbi nella tensione del segnale sono 
attenuati limitando il guadagno nella rete di reazione, infatti le oscillazioni 
del circuito si presentano se il guadagno oltrepassa una soglia 
corrispondente alla biforcazione di Hopf. Si ha una biforcazione di Hopf 
quando una coppia di radici complesse coniugate attraversano l'asse 
immaginario, la soglia corrisponde al valore di guadagno in cui si hanno le 
radici immaginarie pure. Per valutare il punto di biforcazione noi poniamo 
A, = jOJ nell'equazione caratteristica e sfruttiamo le precedenti 
semplificazioni algebriche per ottenere la seguente espressione: 
. l M OJ ) . ( ·" r OJ ) 2L co Sln 1! - Slll tnv--J7r(-+M+N-2)-. (JJ (JJ 
jOJ = Ahe A coc e e 
si{ ff :J si+ :J (4.25) 
La parte reale della ( 4.25) è data da: 
(4.26) 
La soluzione della (4.26) fornisce la seguente frequenza di risonanza: 
2i-l 
(4.27) 
Per ogni mtero pos1t1vo i , si ha la frequenza per la particolare 
biforcazione di Hopf; il corrispondente guadagno risulta essere: 
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(4.28) 
L'indice indica il modo di funzionamento, il guadagno 4 
corrispondente rappresenta la soglia per quel particolare modo di 
funzionamento. 
Frequenza operativa ad anello chiuso 
Nell'oscillatore in cui l'anello di reazione è basato su una linea di 
ritardo SA W a due porte, il guadagno viene mantenuto tale da eccitare un 
unico modo di funzionamento. 11 modo selezionato è quello determinato 
dalla minor soglia di stabilità e la frequenza corrisponde alla frequenza 
operativa del dispositivo. 
Le equazioni ( 4.27) e ( 4.28) possono essere utilizzate per valutare la 
frequenza operativa di un dispositivo SA W. Per mantenere le oscillazioni 
stabili, le instabilità associate alle radici caratteristiche reali e positive, 
vengono annullate mediante l'utilizzo di una reazione negativa. Per Ah< O 
l'equazione (4.29) evidenzia l'insorgere dei modi instabili solamente per 
valori di i dispari. Ne consegue che i modi possibili per la reazione 
nell'equazione (4.27) sono i=2j-1 con }=1,2,3 ... , e le frequenze 
corrispondenti per questi modi sono: 
4)-3 
(4.29) 
La distanza media tra generatore e ricevitore risulta essere: 
(4.30) 
di conseguenza il ritardo medio risulta essere: 
(4.31) 
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Mediante le ultime tre equazioni e la definizione di frequenza centrale 
(equazione 4.29) si ottiene la relazione: 
64/132 
(4.32) 
La ( 4.31) è in accordo con i risultati forniti dalla formulazione classica 
di frequenza di risonanza che è mr + </JE = 2Jtn , con n numero intero, mr 
variazione di fase della linea di ritardo e </JF: variazione di fase associata 
all'amplificatore. Il presente modello vede il tempo di ritardo come media 
del ritardo tra il generatore ed il ricevitore [P33]. 
Determinazione delle caratteristiche della SA W realizzata 
Le caratteristiche della SA W realizzata sono vincolate ad un limite 
tecnologico fondamentale, rappresentato dalla risoluzione massima che si 
riesce ad ottenere con la fotolitografia. Lo scopo è spingere al limite lo 
sviluppo del dispositivo con le tecnologie a disposizione. Un aumento della 
risoluzione sarebbe possibile solo lavorando in un ambiente privo di polvere 
ed utilizzando appositi macchinari per l'applicazione del fotoresist. 
Il modello descritto nei paragrafi precedenti, congiuntamente ai limiti 
tecnologici della fotolitografia, ha permesso di definire i seguenti parametri 
per la geometria degli elettrodi: 
• larghezza delle singole dita 32µm; 
• passo o distanza tra coppie adiacenti di dita 128µm; 
• distanza centro-centro tra gli elettrodi 6,4mm ( L ); 
• altezza degli elettrodi 2.8mm (W); 
• numero di elettrodi 20 ( N ). 
4.2.6. Realizzazione del trasduttore 
Per la costruzione del trasduttore è stata utilizzata la tecnologia planare. 
In particolare il procedimento seguito per l'ottenimento del dispositivo 
prevede i seguenti passi: 
• fotolitografia mediante fotoresist del dispositivo su substrato 
piezoelettrico; 
• deposizione del materiale mediante sputtering a radiofrequenza; 
• lift-off del materiale in eccesso mediante rimozione del fotoresist; 
• incollaggio degli elettrodi e montaggio del dispositivo su un supporto 
fisico adeguato. 
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Fotolitografia 
La, soluzione adottata in questa fase di sviluppo consiste 
nell'applicazione manuale del fotoresist spray utilizzato per la realizzazione 
di circuiti stampati. Il processo utilizzato è quello di deposizione del 
fotoresist positivo e applicazione della tecnica dell '"hetching", che prevede 
l'applicazione del materiale che si vuole depositare sull'intero substrato, la 
generazione del disegno con il fotoresist e l'asportazione, generalmente 
mediante attacco chimico, del materiale non protetto dal fotoresist. 
La risoluzione dichiarata per fotoresist utilizzato (fotoresist positivo 
PRP200® de11a Electrolube®), è minore di 100 µm . Sono state ottenute 
risoluzioni dell'ordine di 30 µm, limite che, come è stato messo in luce da 
ripetute prove, non è dettato tanto dalla composizione del prodotto ma dal 
metodo di applicazione. Non è stato possibile superare questo limite per la 
mancanza di impianti idonei a risolvere i problemi di pulizia e uniformità 
della deposizione. D'altro canto, in una fase di valutazione della fattibilità di 
una tecnologia per la realizzazione di SA W non si è ritenuto opportuno un 
investimento per l'allestimento di tali sistemi. Si è quindi lavorato nel senso 
di migliorare quanto possibile le condizioni di lavoro, facendo una selezione 
dei materiali utilizzati, operando in ambienti per quanto possibile puliti e 
cercando di ottimizzare il procedimento seguito. 
Deposizione di film sottile 
Un film sottile, o "thin film" è caratterizzato da spessori inferiori a 
qualche micron. Le principali tecniche per la deposizione di film sottile si 
basano su processi che avvengono a pressione molto inferiore a quella 
atmosferica [P35]: 
• evaporazione termica; 
• evaporazione a fascio elettronico; 
• sputtering. 
Ciò che accomuna queste tecniche è il fatto che tutte si basano su 
trasfonnazioni di fase (del materiale con cui si vuole realizzare lo strato) che 
coinvolgono la fase vapore. Il materiale di partenza, in forma solida, deve 
essere «vaporizzato» e successivamente «condensato» su un substrato nella 
desiderata forma di film sottile. La fase intermedia è quella che deve 
avvenire in ambiente a bassa pressione. 
Nei primi due casi l'atomizzazione del materiale si ottiene con mezzi 
termici (riscaldamento), nel caso dello sputtering con un bombardamento di 
ioni gassosi energetici. I processi che avvengono sono complessivamente 
etichettati con l'acronimo PVD (Deposizione Fisica da Vapore) e sono 
distinti dalla CVD (Deposizione Chimica da Vapore), nella quale giocano 
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un ruolo fondamentale le reazioni chimiche sia nella fase gassosa che sulla 
superficie del substrato. 
Tutte le tecniche di deposizione sotto vuoto prevedono i seguenti passi: 
• i componenti da rivestire vengono posti in una camera che viene poi 
evacuata fino a pressioni dell'ordine di 10-5 mbar ; 
• all'interno della camera vengono generati vapori dei materiali che 
costituiranno il rivestimento; 
• i vapori si diffondono nella camera, raggiungendo anche i substrati, 
dove condensano; 
• la condensazione può avvenire in presenza di un gas di processo 
introdotto in maniera controllata nella camera. In tal modo a11a 
condensazione si accompagnano reazioni chimiche che portano alla 
formazione di composti diversi da quelli di partenza (deposizione 
reattiva). 
Spesso il rivestimento in fase di crescita è sottoposto ad un 
bombardamento dovuto a collisioni di ioni dei gas o dei vapori di processo, 
che allontana dal rivestimento le molecole non perfettamente aderite e 
compatta meccanicamente il rivestimento nel suo complesso, favorendo 
pertanto la formazione di rivestimenti aderenti, densi e privi di difetti. 
Inoltre lavorare in vuoto permette di ottenere elevate qualità e 
riproducibilità dei rivestimenti, vista l'assenza di sostanze diverse da quelle 
di interesse e la minor incidenza dei fenomeni di ossidazione 
Tra le tecnologie citate, la scelta è caduta sulla tecnica dello sputtering. 
Poichè il substrato non è conduttore, lo sputtering è del tipo a 
radiofrequenza. Le principali motivazioni che hanno portato a questa scelta 
sono la possibilità di ottenere: 
• maggior adesione del materiale depositato su substrato; 
• alta riproducibilità dei risultato ottenuti; 
• uniformità del materiale depositato. 
La tecnologia sputtering consiste nell'innescare una scarica elettrica a 
bagliore in gas a bassa pressione tra un catodo (che costituirà la sorgente di 
vapori) e le pareti della camera (anodo). Gli ioni del gas di supporto 
erodono il catodo, espellendo atomi o molecole (vapori) per effetti 
collisionali. I vapori condensano sui substrati in presenza del gas di 
supporto, che può essere inerte ( Ar ) o reattivo ( 0 2 , N 2 ) 
In genere il catodo è provvisto di magneti per confinare la scarica 
(plasma) nel suo intorno ed aumentare la velocità di erosione (magnetron 
sputtering). Quest'ultimo effetto fa sì che oggi in realtà pressoché tutte le 
applicazioni industriali della tecnica sputtering impieghino sorgenti 
magnetron. 
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Lo sputtering RF permette di superare alcune limitazioni dello 
sputtering DC. Infatti se in un sistema di sputtering DC si utilizza un target 
di quarzo ( Si02 ), ad elevata resistività ( r = 10l2W ·cm), anche con uno 
spessore di soli 1 O mm, la corrente ionica creerebbe una caduta di potenziale 
attraverso il target di 1O12V . In altri termini, sui target dei materiali isolanti 
gli ioni che bombardano la superficie apportano una carica positiva che non 
può essere neutralizzata da un'adeguata corrente di elettroni provenienti dal 
circuito esterno; si crea quindi una differenza di potenziale che neutralizza 
la corrente applicata dall'esterno, pertanto il bombardamento termina. 
Con la tecnica dello sputtering a radiofrequenza è invece possibile 
utilizzare materiali non conduttori. In questo caso la scarica a bagliore si 
innesca anche a pressioni inferiori rispetto al caso DC. 
L'apparato utilizzato per lo sputtering è un sistema "Leybold-Heraeus". 
Il materiale scelto per la deposizione è il Ni-Cr che permette di ottenere 
buone adesioni e contemporaneamente una sufficiente conducibilità [P34]. 
4.2. 7. Rivestimento dei risonatori con materiale sensibile 
I sensori chimici e biologici di tipo ponderale utilizzano da tempo i 
risonatori di tipo bulk. La possibilità di costruire strutture interdigitali 
permette di passare a sensori di tipo SA W e quindi, oltre ad ottenere un 
aumento della sensibilità legato alle più alte frequenze in gioco, è possibile 
realizzare dispositivi in tecnologia planare. Tale fattore determina una 
struttura geometricamente adatta all'applicazione di materiale sensibile 
capace di adsorbire certe sostanze e creare quindi delle condizioni adatte 
alla realizzazione di sensori chimici e biologici. 
Per ottenere una adeguata sensibilità e selettività nella misura di un 
determinato analita è solitamente necessario utilizzare un'interfaccia 
chimica o biochimica, cui ci si riferisce con il termine "rivestimento". Esso 
consiste in un adsorbente solido, un reagente chimico oppure un sorbente 
liquido o polimerico, e si comporta come un elemento sensibile e selettivo 
che immobilizza una quantità precisa di massa di uno o più analiti 
dall'ambiente circostante. La diretta conseguenza è il cambiamento di 
proprietà fisiche e/o chimiche del rivestimento stesso, che si riflette poi sulle 
caratteristiche di propagazione dell'onda acustica del dispositivo. Le 
caratteristiche finali del dispositivo sono determinate sia dalla 
configurazione del sensore che dalla natura e dai limiti dettati dalle 
interazioni tra rivestimento ed analita. 
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Meccanlsmo dl perturbazlone 
Quando i dispositivi SA W vengono utilizzati come sensori, le 
misurazioni della risposta che si ottiene derivano da perturbazioni nella 
propagazione dell'onda: in particolare si hanno variazioni nella velocità 
dell'onda acustica e attenuazione, risultanti dalle interazioni tra SA W e 
strato superficiale. Dato che una SA W che si propaga in un mezzo 
piezoelettrico produce sia deformazioni meccaniche che generazione di 
potenziale elettrico, è possibile avere un accoppiamento sia meccanico che 
elettrico con il film superficiale. La velocità di propagazione dell'onda 
acustica e l'attenuazione dipende quindi da entrambi i fenomeni. 
L'interazione che si ricava con lo strato interessato dalla SA W deriva da 
accoppiamenti meccanici tra l'onda ed il film depositato. Le interazioni che 
derivano da accoppiamenti elettrici tra l'onda ed il film depositato, invece, 
includono interazioni acustoelettriche tra campi elettrici generati dalle SA W 
ed i portatori di carica in un film conduttivo. 
Carlco dl massa 
Il rilevamento di analiti può essere basato su variazioni di una o più 
proprietà fisiche di un film sottile o di un piano in contatto con la superficie 
sensibile del dispositivo. Alcune delle proprietà intrinseche del film che 
possono essere utilizzate come effetto sonda sono: 
• variazione di massa per unità di area; 
• rigidità elastica (modulo); 
• viscoelasticità; 
• viscosità; 
• conducibilità elettrica~ 
• permittitività. 
L'interazione più semplice, nonché più comunemente utilizzata nei 
sensori SA W, è rappresentata dalla risposta dovuta alla variazione della 
densità massa/area sulla superficie del dispositivo. Il moto armonico sulla 
superficie del cristallo causato dal passaggio delle onde acustiche determina 
lo spostamento delle particelle poste a contatto con la superficie lungo una 
traiettoria ellittica, in sincronia con gli spostamenti della SA W. Gli effetti 
sulla velocità dell'onda e sull'attenuazione possono essere ricavati da 
considerazioni riguardanti l'energia. 
Il movimento prodotto da un'onda di uno strato superficiale 
sufficientemente sottile o rigido da rendere possibile un moto di 
sincronismo dell'onda causa un incremento nella densità di energia cinetica, 
Uk, senza che vi sia dissipazione di energia. Nel caso ideale quindi si ha 
variazione nella velocità di propagazione dell'onda senza che vi sia 
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attenuazione. La variazione di energia cinetica per unità di superficie è data 
dall'equazione: 
(4.33) 
in cui v;0 , v~0 e v;0 rappresentano le componenti della velocità delle 
particelle che costituiscono la SA W lungo gli assi di riferimento e Ps è la 
densità superficiale di massa. Le velocità delle particelle sono legate agli 
spostamenti u mediante la relazione vi = jo.nti . Questo incremento della 
densità di energia cinetica determina un decremento nella velocità 
dell'onda; si ottiene l'espressione per la variazione della velocità dell'onda 
derivante dal carico di massa, rappresentata dall'equazione: 
ÒV = _ (J)VoPs ( v;o + V~o + v;o J 
v 0 4 l mP mP mP (4.34) 
A causa del marcato sconfinamento dell'energia dell'onda vicino alla 
superficie che viene prodotto con l'aumentare della frequenza, la velocità 
delle particelle superficiali aumenta in maniera proporzionale al termine 
JmP . Ne deriva che la quantità indicata in parentesi (v?o / mP) rimane 
costante e indipendente dall'ampiezza dell'onda e dipende solamente dalle 
caratteristiche del materiale del quale è composto il substrato. La variazione 
di velocità in funzione della massa applicata alla SA W è data 
dall'espressione: 
(4.35) 
In cui il fattore di sensibilità alla massa è dato da: 
[ 
2 2 2 J 1l'Vo Vxo Vyo Vzo e=--+-+-
m 2 mP mP mP 
(4.36) 
Va sottolineato che la vanaz1one di velocità Av/v0 dipende dalla 
frequenza di risonanza .fo . Come previsto dai modelli, l'influenza del carico 
di massa sull'attenuazione ( Aa/ k, con a attenuazione e k = 2Jt / À numero 
d'onda) è trascurabile se confrontato con il rapporto 11v/v0 . Nella seguente 
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figura è riportato un esempio ricavato da dati disponibili in letteratura per 
una SA W a 97MHz su quarzo ST sulla quale il carico di massa è costituito 
da deposizione di oro: 
100 800 
o Au DEPOSITION 700 
-100 600 
-200 soo e e + a. CL -300 400 ~ .s 
-400 300 ~ 
>o 
200 ti ' -500 ~ <I 
-600 + 100 
-100 o 
-1 o 2 3 4 5 6 
Ps (p.g/ cm2) 
Figura 4.4 Velocità ed attenuazione in funzione dello 
spessore del film sottile depositato. 
Si può notare la dipendenza lineare della variazione di velocità in 
funzione della densità superficiale della massa depositata. 
Tra tutti i meccanismi di rilevamento quello più utilizzato e facilmente 
interpretabile è rappresentato da una variazione della velocità dell'onda (e di 
conseguenza della frequenza di risonanza), dovuta all'aggiunta o alla 
rimozione di massa sulla superficie del sensore. Un semplice carico di 
massa permette di variare la velocità di propagazione dell'onda senza 
generare effetti sull'ampiezza del segnale in uscita dal circuito oscillante; 
questo fenomeno è una caratteristica che distingue tale metodo di 
rilevamento rispetto a tutti gli altri ed inoltre può essere utilizzato in tutti i 
modi acustici. La maggior parte delle applicazioni analitiche utilizza le 
SA W come sensori di massa. 
Le variazioni di massa possono dipendere da interazioni sorbenti 
(assorbimento o adsorbimento) oppure da reazioni chimiche tra analita e 
rivestimento, offrendo la possibilità di essere impiegati nei sensori sia in 
ambiente gassoso che liquido. Nonostante la sensibilità assoluta alla massa 
del sensore senza rivestimento sia dipendente dalla natura dello strato 
piezoelettrico, dalle dimensioni del dispositivo, dalla frequenza operativa, 
dal modo acustico utilizzato, una dipendenza lineare è prevedibile in ogni 
caso. Questo permette una descrizione piuttosto generale della relazione che 
lega il carico di massa alla frequenza, ~fm, per un dispositivo ad onde 
acustiche, che è descrivibile come segue: 
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(4.37) 
in cui sm è una costante specifica del dispositivo (che dipende anche 
dalle considerazioni fatte in precedenza) k è un fattore geometrico per la 
frazione dell'area del dispositivo attivo che viene perturbata, ed m A 
rappresenta la variazione di massa per unità di area sulla superficie del 
dispositivo. Il termine k può essere semplicemente proporzionale alla 
frazione di superficie racchiusa dalle IDT nel caso si abbia una copertura 
uniforme o una funzione che lega la geometria della copertura con la 
frequenza di risonanza. 
Un altro metodo di rilevamento, meno utilizzato, è il rilevamento della 
variazione di fase. Dal punto di vista teorico la cosa non comporta 
particolari problemi, poiché la relazione tra variazione di fase e variazione 
di velocità è data dall'equazione seguente: 
Arp Av 
(4.38) 
tuttavia vi sono delle difficoltà legate alla capacità di misurare il dato, ed è 
per questo motivo che in genere si tende ad evitare questo metodo. 
4.2.8. Acquisizione del segnale 
I metodi che si possono utilizzare per la realizzazione del sistema di 
acquisizione dell'informazione ottenuta dal sensore ponderale sono 
principalmente due: 
• inserire la SA W nell'anello di reazione di un oscillatore e misurare le 
variazioni di frequenza al variare delle caratteristiche del materiale 
depositato sulla SA W; 
• applicare alla SA W un segnale con frequenza pari alla sua frequenza di 
risonanza e valutare le variazioni di fase. 
Il primo metodo, che è anche quello più utilizzato, permette di ricavare 
le interazioni con l'onda acustica prodotte dal materiale attivo in funzione 
delle variazioni della frequenza di risonanza. I limiti della misura sono dati 
dalla stabilità del circuito oscillante che dipende sia dalle caratteristiche 
della SA W che dagli altri componenti che formano il circuito oscillante 
stesso. Con questo metodo viene perso un dato rilevante, cioè la variazione 
di ampiezza dell'onda acustica che attraversa la linea di ritardo SA W, la 
quale fornisce importanti informazioni nel caso in cui il materiale attivo sia 
conduttivo. 
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Con il metodo della misura di fase non viene persa la possibilità di 
effettuare una misura di ampiezza. La misura delle variazioni di fase deriva 
dalla misura delle variazioni di tempo di propagazione dell'onda acustica 
sul dispositivo. Di solito tale misura viene eseguita su un periodo e 
comporta un'incertezza maggiore del metodo precedente dove la misura di 
frequenza coinvolge la media su molti periodi. 
Quello che si è adottato è un metodo intermedio che, con l'ausilio 
dell'integrato AD8302, rende disponibile la misura della variazione di fase 
mediata su più periodi di tempo. La scelta del numero di periodi sui quali 
viene eseguita la media dipende dalla frequenza e dalla velocità di 
evoluzione del fenomeno che si va ad analizzare. Il sistema è stato testato 
inizialmente su delle SAW di tipo commerciale a 433.92MHz, in modo da 
ampliare la gamma di frequenze acquisibili. 












Figura 4.5 Schema a blocchi del sistema di misura 
Oscillatore a 433.92MHz 
L'oscillatore a 433.92MHz, per il quale è stata utilizzata una 
configurazione ad oscillatore di Pierce, è stato realizzato con una SA W 
identica a quelle utilizzate poi per la realizzazione del riferimento. 
Nel circuito realizzato le reti di adattamento hanno una struttura a x, al 
fine di ottenere il massimo trasferimento di energia tra SA W e amplificatore 
alla frequenza di risonanza. La scelta dell'architettura a x permette di 
sfruttare le capacità parassite legate ai componenti rendendole parte delle 
reti di adattamento; in tal modo non assumono più il ruolo di elementi 
parassiti ma entrano a far parte del circuito stesso. 






































Figura 4.6 Schema circuitale dell'oscillatore 
73/132 
Considerando che le SA W in risonanza presentano una resistenza di 
230Q e i parametri dei componenti utilizzati sono normalizzati a 50Q , ne 
deriva che la rete di adattamento deve trasformare l'impedenza d'uscita 
dell'amplificatore con l'impedenza di ingresso della SAW data dai 230Q 
più i 50Q del carico. La stesso ragionamento viene fatto per la seconda rete 
di adattamento che deve trasferire il segnale dalla SAW, 230Q più i 50Q 
in ingresso, all'ingresso dell'amplificatore. 
L'amplificatore è un emettitore comune con l'induttanza sul collettore, 
la quale permette di avere a disposizione più corrente per la polarizzazione 
e, nel contempo, un adeguato guadagno alle alte frequenze. 
5\1 - y 
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Buffer 
Il buffer ha una duplice utilità: in primo luogo isola l'oscillatore dal 
resto del circuito e in secondo luogo la bassa impedenza d'uscita permette di 
ridurre drasticamente l'interazione reciproca tra le due SA W. 
L'integrato scelto è l'OPA693 il quale consiste in un'operazionale con 
inclusa la rete di reazione che fornisce un guadagno di 2. La configurazione 
d'uscita divide poi equamente il segnale in modo da pilotare le due SA W. 
+5V 
U$3 C15 C17 
Nca DiS B Innpinn CJ o Ln , 7 2 ~ -IN +VS 
C) 
J 6 GND GND +IN OUT 




Figura 4.7 Schema circuitale del buffer 
L'impedenza d'uscita è di 500 mentre le SA W, come nel caso 
dell'oscillatore, si comportano come un carico di 2800 . Sono state perciò 
aggiunte delle reti di adattamento che permettono di trasferire la massima 
potenza e allo stesso tempo di stringere la banda in modo da diminuire le 
interferenze dovute alla presenza di rumore o eventuali am1oniçhe non 
desiderate. 
Il sistema di comparazione di fase presenta la massima sensibilità a 90° 
e la minima a 0° . Per evitare quindi di lavorare con differenze di fase 
prossime ai 0° si sfasano le uscite delle due SA W in direzioni opposte al 
fine di avvicinarsi alla zona di massima sensibilità. 
Comparatore di fase 
La misura della variazione di massa sulla SA W sensibile viene fatta 
mediante misura di fase. Il sistema di misura si basa sul rivelatore di fase e 
di guadagno/perdita RF/IF AD8302 della Analog Devices®. L'uscita del 
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dispositivo è tagliata a 30MHz per cui il valore di fase che si ottiene è 
mediato in 433.92MHz/30MHz periodi, cioè circa 14 periodi. 
La misura del guadagno/attenuazione permette di ottenere un sistema di 
misura versatile in grado di rispondere ad esigenze legate a diverse tipologie 
di sensori; si pensi ad esempio ali' importanza della misura di ampiezza nel 
caso di deposito di film conduttivo. Allo scopo di mantenere la sua 
generalità sono state resi accessibili tutti gli ingressi e tutte le uscite del 
dispositivo. 
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Figura 4.8 Schema circuitale di supporto per l'AD8302 
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4.2.9. Caratterizzazione del dispositivo 
Frequenza operativa 
La frequenza operativa è uno dei parametri più importanti del 
dispositivo: ad essa sono associate sia le caratteristiche costruttive del 
dispositivo che le prestazioni. Se infatti vengono scalate tutte le dimensioni 
in proporzione alla frequenza operativa si ottiene un aumento della 
sensibilità che varia con il quadrato di questo parametro. 




In cui VR rappresenta la velocità di propagazione dell'onda di Rayleight 
mentre a è la dimensione che caratterizza il periodo degli elettrodi, come 
visibile nella figura precedente. Ricordiamo le dimensioni costruttive del 
sensore, i cui valori sono stati stimati al microscopio mediante linee di 
riferimento a spessore noto: 
• larghezza delle singole dita 32µm; 
• passo o distanza tra coppie adiacenti di dita 128µm; 
• distanza centro centro tra gli elettrodi 6,4mm ( L ); 
• altezza degli elettrodi 2.8mm (W ); 
• numero di elettrodi 20 ( N ). 
A partire dalla dimensione degli elettrodi, si ottiene che il periodo delle 
IDT è dato da: 
a=4·p (4.40) 
Sostituendo i valori ai simboli nella precedente equazione otteniamo: 
a= 4 · 32µm = 128µm (4.41) 
da cui è possibile ricavare la frequenza operativa teorica del dispositivo: 
f = 3980 =31.09MHz 
128µ 
(4.42) 
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Mediante un generatore di funzioni e un oscilloscopio verificato 
sperimentalmente il valore della frequenza di risonanza, trovando il 
seguente risultato pratico misurato mediante un contatore: 
f = 31.195MHz (4.43) 
Nella figura seguente è possibile osservare il grafico relativo alla 
risposta del dispositivo alla frequenza di risonanza registrato mediante 
oscilloscopio: 
Figura 4.10 Risposta del dispositivo alla frequenza di 
risonanza 
Le impostazioni dell'oscilloscopio durante queste prove erano le 
seguenti: 
• Ingresso: 1 O V/ div; 
• Uscita: 50mV /div 
• Base dei tempi: 5nS/div 
E' stata valutata la banda passante della SAW, che risulta essere 
compresa tra i 31.162MHz ed i 31.22 lMHz ; ciò si traduce in un intervallo 
di frequenza pari a: 
B = 31.221MHHz-31.162MHz = 59kHz (4.44) 
Da questo valore è possibile ricavare il fattore di qualità della SA W che 
risulta essere pari a: 
Q = OJ0 = fo = 31.195MHz = 529 
Llm Lif 59kHz 
(4.45) 
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Oltre a questa frequenza di risonanza ne è stata individuata un'altra a 
24.283MHz non sensibile alla variazione di massa. Molto probabilmente 
tale risonanza è legata a modi di propagazione di ultrasuoni all'interno del 
materiale che non coinvolgono onde superficiali. Esistono infatti diversi 
modi di propagazione all'interno del materiale che danno origine a 
deformazioni diverse da quelle previste dall'onda di Rayleigh e che 
determinano comunque una risposta da parte del dispositivo. La conferma 
del fatto che questo modo di propagazione non sia legato ad un'onda 
superficiale viene data dall'insensibilità da parte del dispositivo al carico di 
massa. 
Con l'ausilio di un impedenzimetro sono state inoltre misurate le 
capacità parassite degli elettrodi a frequenze diverse da quella di risonanza 
ottenendo dei valori appartenenti all'intervallo che va dai 4.8 pF ai 6.3 pF. 
Tali valori risultano utili nel caso si voglia realizzare un oscillatore poiché 
determinano le capacità parassite del dispositivo. 
Verifica della funzionalità del dispositivo 
La risposta del dispositivo in relazione ad un carico di massa è stata 
verificata depositando un sottile velo di vapor acqueo nella zona interessata 
dalla SA W. In questo modo la successiva evaporazione del velo depositato 
riporta la zona sensibile nelle condizioni iniziali evitando di inquinare la 
zona tra gli elettrodi. 
Il dispositivo ha risposto con delle variazioni di fase che vengono 
riportate di seguito, dove il segnale di ingresso, preso come riferimento, è 
quello che passa per l'origine degli assi. 
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Figura 4.11 Risposta della SAW al vapor d'acqua 
L'oscilloscopio presenta in questo caso le seguenti regolazioni: 
• Ingresso: 2 V/ div ; 
• Uscita: 5mV /div; 
• Base dei tempi: 2nsec/div; 
In base alle equazioni 4.3 e 4.4 è possibile fare una valutazione della 
sensibilità della SA W realizzata; in base alle caratteristiche del materiale 
dalla 4. 4 si ottiene 
c -- -+-+- -_ JZV0 (v;0 v;,o v;0 J-
m 2 mP mP mP 
= JT3980X102 (02 + 0.832 + 0.562 )= 
2 
= 6.27x10-1 cm2s 
g 
(4.46) 
Considerando che At/t0 = Av/v0 con t0 ritardo di propagazione della 
SA W si può ricavare la densità di massa superficiale: 
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(4.47) 
La distanza tra gli elettrodi è di 6.4mm per cui il ritardo di 
propagazione è di 6.4x10-3 /3980=1.6x10-6 sec. Sostituendo il tutto nella 
formula precedente si ottiene: 
= 1.6x10-
9 
1 =:: 51 /cm2 
Ps 1.6X10-6 31.195X106 •6.27X10-7 - µg 
(4.48) 
L'area sensibile del dispositivo è pari a 0.64 · 0.28 = 0.18cm2 e quindi la 
massa pesata è pari a 9 µg . 
È possibile anche stimare la sensibilità che può fornire il dispositivo poiché 
s = dM I dps = -cmfoto = -31 X 10-15 cm2 sec/ ng . 
La risoluzione dipende dalla stabilità dell'oscillatore che produce la 
nostra sinusoide, che si ripercuote nel minor intervallo di tempo misurabile. 
Nelle misure effettuate era possibile valutare variazioni di tempo di 
Al= 0.4nsec, per cui le misure fornivano una risoluzione di 
~ = 3At/S = 3·0.4x10-9/3lx10-15 = 38µg/cm2 N 1 · · 1. . e caso mvece s1 vog 1a 
utilizzare il sensore inserito in un circuito oscillante il valore di sensibilità, 
valutato sempre con gli stessi passaggi logici, risulta essere di 
S = dAt/dp =-e 12 =-O 61Hz · cm2/ng · 1 · 1 · 
s ml o · m questo caso a nso uz10ne 
ottenibile è legata alla stabilità con la quale si riesce a raggiungere con 
l'oscillatore. 
4.3. Sviluppo di sensori ottici 
Le misure che tradizionalmente si eseguono per identificare e 
quantificare eventuali stati di stress indotti negli organismi vegetali 
richiedono l'utilizzo di strumentazione da laboratorio e pertanto nella 
maggior parte dei casi risultano essere distruttivi, sono molto dispendiosi 
per quanto riguarda il tempo di preparazione e di misura e molte volte non 
forniscono sufficienti informazioni specialmente sulla localizzazione dei 
possibili disturbi degli organismi vegetali. 
Al fine di realizzare un sistema non invasivo e trasportabile, per misure 
sul campo, si propone perciò di sfruttare il legame tra gli stress indotti ed il 
comportamento relativo all'assorbimento e all'emissione della luce, per 
rilevare e quantificare le eventuali anomalie. Infatti in condizioni 
fisiologiche normali la maggior parte della luce assorbita dalla clorofilla e 
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dagli altri pigmenti, detta "attenuazione fotochimica" viene usata per fornire 
energia all'apparato fotosintetico mentre la rimanente viene riemessa 
nell'ambiente sotto forma di calore e luce di fluorescenza in varie righe 
dello spettro. Questo fatto non va interpretato come un'inefficienza ma 
piuttosto come un sistema di regolazione delle reazioni fotosintetiche che 
permette di evitare il danneggiamento dei centri di reazione quando questi 
sono sottoposti ad uno scambio energetico troppo elevato. Esse vengono 
denominate "attenuazione non fotochimica" per indicare appunto che non 
prendono parte alla reazione primaria. 
In condizioni ambientali non ottimali o in seguito a stress indotti, la 
conversione di energia cala o addirittura viene inibita poiché vengono 
alterate le concentrazioni di clorofilla e degli altri pigmenti, oppure vengono 
rallentati o bloccati l'assorbimento di energia, la sua conversione e di 
conseguenza il trasporto elettronico, riducendo o impedendo del tutto la 
trasformazione di C02 in zuccheri, facendo così mancare all'organismo il 
suo nutrimento. Se questa condizione persiste nel tempo esso può subire 
danni permanenti e nei casi più gravi può morire [P36]. 
Il metodo proposto, oltre a non essere invasivo, è di facile 
implementazione su uno strumento trasportabile, ed è in grado di fornire 
indicazioni sull'apparato fotosintetico in modo semplice e con tempi di 
misura brevi. Le caratteristiche più interessanti sono la capacità di 
diagnosticare disfunzioni prima che diventino evidenti all'occhio umano, la 
possibilità di effettuare misure non a contatto [P37, P38], e la possibilità di 
ottenere un supporto più oggettivo e più semplice rispetto alle tecniche di 
valutazione attuali, che prevedono la conoscenza, da parte di esperti, degli 
organismi lichenici presenti su una determinata area ed in ogni caso non 
escludono il ricorso ad analisi di laboratorio. 
4.3.1. Fenomeno sonda 
Nella letteratura tecnica vengono proposti vari metodi di laboratorio per 
la cattura delle informazioni sul metabolismo delle piante, basati ad esempio 
sulla luminescenza di alcune proteine, sulle caratteristiche di alcuni acidi 
nucleici, sulla termografia e sulla fluorescenza indotta. Nella seguente 
tabella sono riportati i risultati dell'indagine comparativa dei vari metodi di 
misura individuati [P39]. 
Tecnica Informazioni fomite 
Caratteristiche della fotosintesi 
Fluorescenza Metaboliti secondari 
Informazioni genetiche 
Diffusione di patogeni 
Luminescenza Informazioni genetiche 
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Diffusione di patogeni 
Contenuto di calcio libero 
Immagini termiche 
Pattern di traspirazione 
Eventi di congelamento 
Riflettanza 
Movimento e crescita di strutture superficiali 
Contenuto di pigmenti 
Tabella 4.4 Principali metodi di misura applicati 
allo stato di stress delle piante 
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Tra i metodi visti, quello fluorimetrico risulta essere il più vantaggioso, 
tenendo conto di aspetti quali la quantità e la qualità delle informazioni 
fornite, la possibilità di essere implementato in uno strumento portatile per 
eseguire il test in vivo, la facilità di utilizzo, la velocità nell'effettuare le 
misure, la versatilità, l'affidabilità e la fidatezza, la documentazione 
disponibile ed il costo di realizzazione. 
In generale, prendendo in considerazione lo spettro di emissione della 
fluorescenza indotta, anch'esso misurato sperimentalmente per tutti i 
pigmenti presenti nell'apparato fotosintetico, si nota l'andamento tipico 
riportato in figura, in particolare si individuano quattro righe caratteristiche 
(440nm, 520nm, 690nm, 730nm) a cui corrispondono delle intensità 
luminose (rispettivamente F440, F520, F690, F730) a diversi colori: blu, 
verde, rosso e rosso cupo. 
F730 
400 500 600 700 800 
Lunghezm d'onda (nm) 
Figura 4.12 Spettro di emissione tipico di una foglia 
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Sia la clorofilla a che la clorofilla b, prese come pigmenti isolati, 
possono emettere luce di fluorescenza. In vivo, l'emissione nelle righe a 
690nm e 730nm è dovuta quasi esclusivamente alla clorofilla a poiché essa 
assorbe gli stati eccitati della clorofilla b. L'intensità delle emissioni F690 e 
F730 dipendono dal contenuto di clorofilla nelle foglie: a concentrazioni 
basse, cioè minori di 5mg/cm2, l'emissione F690 è molto maggiore della 
F730 che in questo caso appare solamente come un flesso. Per contenuti di 
clorofilla a e clorofilla b maggiori 1' emissione F690 diminuisce fino a 
diventare un picco secondario o semplicemente un flesso mentre la F730 
aumenta, diventando un picco distinto. Questo fenomeno è dovuto al fatto 
che l'emissione a 690nm viene assorbita dalla clorofilla a che ora è presente 
in maggiori quantità [P40]. 
Le altre due righe di interesse sono a 440nm, a cui corrisponde un 
massimo, e a 520nm a cui corrisponde un flesso. Esse non sono emesse 
dalla clorofilla ma da composti legati alle pareti cellulari quali l'acido 
cinnamico e lacido ferulico, la lignina, il NADPH. Perciò sono tipiche non 
solo delle sole foglie verdi ma anche di altre parti delle piante quali ad 
esempio i petali dei fiori e le radici. In particolare nelle foglie verdi sono più 
evidenti nelle cellule superficiali con scarso contenuto di clorofilla e in 
prossimità delle venature. Nel mesofillo infatti l'emissione a queste 
lunghezze d'onda viene assorbita dagli altri pigmenti, caratterizzati da un 
ampio spettro di assorbimento in modo da massimizzare la conversione di 
energia nell'apparato fotosintetico. La banda a 520nm, oltre ad essere utile 
per rilevare la presenza di determinati composti, è anche in relazione con la 
carenza o abbondanza di minerali e acqua nelle piante e con il loro stadio di 
sviluppo. 
Come le piante, i licheni sottoposti a stress ambientali modificano il loro 
metabolismo, con conseguenti variazioni nel contenuto di clorofilla, 
minerali e acqua ed altre funzionalità fotosintetiche. Si è quindi ritenuto 
possibile applicare il metodo dell'analisi di risposta della fluorescenza per la 
valutazione delle modificazioni apportate sul lichene dall'esposizione ad 
inquinanti. 
Per l'analisi della risposta in fluorescenza dei licheni, la lunghezza 
d'onda sce1ta è quella a 730nm, in quanto associata a11a risposta in 
fluorescenza della componente algale del lichene [P41]. In particolare, si è 
scelto di utilizzare un metodo relativamente recente ma già accettato dalla 
comunità scientifica, che prevede misure di tipo dinamico: verrà studiato 
l'andamento del transitorio di salita della fluorescenza in risposta ad uno 
stimolo luminoso. La quantità di informazioni fomite è infatti superiore al 
metodo classico, basato sull'analisi della risposta a regime. 
La procedura, indicata solitamente con il nome di test OJIP, si basa sulla 
valutazione della risposta dinamica di fluorescenza, ed in pa1ticolare sulla 
misura delle intensità di fluorescenza FO, FJ, FI, FP rispettivamente a 50 µs 
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dall'inizio della risposta, a 2ms, a 30ms e all'istante del raggiungimento 
dello stato stabile, corrispondenti allo svolgersi delle reazioni fotosintetiche. 
Il test OJIP non è mai stato applicato alla valutazione dei processi 
fotosintetici dei licheni, ma è stato scelto comunque proprio per la maggiore 
quantità di infonnazione che potenzialmente può fornire. 
Nel caso delle piante, il transitorio di salita della fluorescenza a 730nm 
presenta un andamento caratteristico che è descritto dalla trattazione teorica 
della cinetica della reazione fotosintetica. Esso è ottenuto adattando 
preliminarmente al buio le foglio e poi illuminandole con una radiazione di 
lunghezza d'onda opportuna. 
Rappresentando l'intensità della fluorescenza su base logaritmica, si 
possono individuare in figura 4.13 i punti convenzionali di misura: il punto 
O viene misurato per convenzione dopo 50µs dall'accensione della sorgente 
UV, gli altri punti di interesse J, I e P compaiono a circa 2ms, 20ms e 200ms 
rispettivamente dall'accensione dell'illuminazione. I punti OJIP sono 
utilizzati nell'ambito di un test standard da laboratorio (test OJIP) per il 
calcolo di parametri indicativi dell'attività e dell'efficienza dell'apparato 
fotosintetico. 
0.01 O.I I 10 100 1000 
Tempo (ms) 
Figura 4.13 Transitorio di salita dell'intensità di 
fluorescenza su base dei tempi logaritmica 
E' dimostrabile sia sperimentalmente sia mediante simulazione teorica 
che il punto J riflette un accumulo di Q~ Q8 , dove QA è un plastochinone 
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permanentemente legato al fotosistema II e QB è un plastochinone 
debolmente legata al fotosistema II. Il fotosistema II, come descritto di 
seguito, è l'unico complesso proteico conosciuto in grado di ossidare l'acqua 
e rilasciare 02 nell'atmosfera. 
L'anticipo della fase descritta nel caso di forte illuminazione è dovuto 
ali' aumento della velocità di riduzione di QA, in accordo con il fatto che il 
punto J scompare in caso di illuminazione debole. Inoltre è stato verificato 
che l'intensità associata al punto J non dipende dalle dimensioni 
dell'antenna del fotosistema IL 
Il punto di I è caratterizzato da un accumulo di Q~ Q~, mentre il punto 
P è caratterizzato da un accumulo di Q~ Q~-. I risultati delle simulazioni 
matematiche indicano che al punto I si ha anche un accumulo di Q~ Q~- e di 
Q~ QBH2 (dove QBH2 è la forma protonata di Q~- ). Lo stesso vale per il 
punto di P ma c'è un ulteriore incremento di Q~ Q8 H2 . Di seguito si 
descrive sommariamente il processo di ossidazione. 
Il fotosistema II usa l'energia della luce per attivare due reazioni 
chimiche: l'ossidazione dell'acqua e la riduzione del plastochinone. Il 
complesso del fotosistema II è composto da più di quindici polipeptidi e 
almeno nove differenti componenti redox (clorofilla, feofitina, 
plastochinoni, tirosina, manganese, Fe, citocromi, carotenoidi e istidina) 
possono subire trasferimento elettronico indotto daJJa luce. Tuttavia soltanto 
cinque tra questi componenti redox sono coinvolti nel trasferimento 
elettronico dall'H20 ai plastochinoni: l'acqua ossidante gruppi manganese 
(Mn)4, la tirosina, il centro di reazione della clorofilla (P680), la feofitina, e 
le molecole di plastochinoni QA e QB. Di questi essenziali componenti 
redox, la tirosina, il P680, la feofitina, QA e Qs si è visto essere legati a 2 
polipeptidi chiave che formano il nucleo eterodimerico del centro di 
reazione del fotosistema II (D1 e D2). Studi recenti indicano che i polipeptidi 
D1 e Dz forniscono anche i leganti per i gruppi (Mn)4. La conoscenza 
relativa a questa struttura deriva dallo studio della struttura del centro di 
reazione nei batteri viola e da dati biochimici e spettroscopici. 
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Figura 4.14 Reazioni che avvengono nel fotosistema II. 
La fotochimica del fotosistema II inizia con il passaggio di un elettrone 
da P680 verso la feofitina, creando P680+/Pheo- in alcuni picosecondi. I 
passi successivi di trasferimento elettronico sono stati concepiti 
dall'evoluzione per evitare che la carica si ricombini. Ciò avviene 
trasferendo l'elettrone (in 200 picosecondi) dalla feofitina a un 
plastochinone (QA) che è permanentemente legato al fotosistema Il Anche 
se un plastochinone è in grado di ricevere due elettroni, in questo caso 
funziona come accettore di un solo elettrone il quale viene poi trasferito ad 
un'altra molecola di plastochinone (OH) debolmente legata al fotosistema. Il 
plastochinone Q8 differisce da QA in quanto funziona come accettore di due 
elettroni. La riduzione completa del plastochinone richiede l'aggiunta di due 
elettroni e di due protoni, cioè l'aggiunta di due atomi di idrogeno. 
11 plastochinone ridotto allora si stacca dal centro di reazione ed entra 
nel nucleo idrofobo della membrana. Dopo di che, una molecola ossidata di 
plastochinone si dirige verso il sito di legame Qs e il ciclo si ripete. Poiché 
il sito OB è vicino alla fase acquosa esterna, i protoni aggiunti al 
plastochinone durante la relativa riduzione sono presi dalla parte esterna 
della membrana. 
Le reazioni che avvengono nel fotosistema II possono essere suddivise 
in "lente" e "veloci" in relazione alla loro costante di tempo. Tra le prime 
compaiono il trasporto di elettroni tra i plastochinoni QA e Qs e la 
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conseguente ossidazione di Q~-, il suo scambio con una molecola di 
plastochinone e l'ossidazione del plastochinone ridotto PQ da parte del 
citocromo-bf, che avvengono in un tempo compreso tra qualche centinaia di 
microsecondi e alcune decine di millisecondi ed hanno luogo nel lato 
accettore di elettroni del fotosistema II. Altre reazioni considerate "lente" 
sono localizzate sul lato donatore di elettroni, quali ad esempio la cessione 
di elettroni dalla tirosina al P680+ [P42, P43, P44, P45, P46]. 
Nella seguente figura vengono illustrati tramite un diagramma a blocchi 
i legami tra i punti OJIP e le reazioni che avvengono nell'apparato 
fotosintetico. L'intensità di fluorescenza rilevata in quei punti corrisponde 
ad un accumulo di plastochinoni e feofitina in differenti stati di ossidazione 
o riduzione. 
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Figura 4.15 Relazione dei punti OJIP con le reazioni di 
ossidoriduzione 
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Usualmente, a partire dai punti 0-J-I-P vengono calcolati dei parametri 
biologici che forniscono informazioni sullo stato dell'apparato fotosintetico 
4.3.2. Sistema di misura 
La funzione del dispositivo realizzato è quella di ricavare informazioni 
dal mondo fisico costituito da un organismo vegetale e trasferirle 
all'operatore in un formato ad esso comprensibile e facilmente fruibile. A 
tal fine si è reso necessario convertire l'informazione in una serie di forme 
diverse in modo da sfruttare al massimo i vantaggi che ognuna di esse può 
fornire. All'origine infatti essa si trova sotto forma di radiazione luminosa, 
avendo scelto come metodo di indagine lo studio della fluorescenza delle 
sostanze coinvolte nella fotosintesi. Essa viene poi convertita in grandezze 
elettriche (corrente e tensione) per essere preventivamente condizionata e 
resa compatibile con i dispositivi di acquisizione e l'elaborazione software 
tramite PC. 
Per quanto riguarda la realizzazione fisica si sono imposte delle 
specifiche per cui sia ottimizzata la funzionalità dello strumento: la 
trasportabilità per poter effettuare anche analisi in loco, la compattezza, la 
non necessità dell'utilizzo di apparecchiature esterne e l'immunità a rumori 
e disturbi che potrebbero essere presenti sul luogo di misura. 
4.3.3. Strumento di misura 
E' stata condotta un'attività preliminare di ricerca di eventuali 
dispositivi presenti sul mercato che per funzionalità e campo applicativo 
possano essere comparati con quello in progetto al fine di ottenere utili 
informazioni sullo stato dell'arte nel settore specifico, individuarne le 
peculiarità e le lacune ed avere un riscontro oggettivo sul grado di 
innovazione del dispositivo proposto. I risultati della comparazione 
effettuata sono riportati nella seguente tabella. 
Tutti i sistemi esaminati necessitano del contatto con i campioni da 
misurare. Alcuni sono anche dotati di clip con otturatore in modo da 
adattare preventivamente al buio una zona della foglia da esaminare e poi 
eseguire la misura applicando la sonda (fibra ottica o elemento sensibile 
separato dal corpo principale dello strumento). Non è stato realizzato alcun 
sistema in grado di effettuare misure senza contatto. Questa soluzione 
richiede lo sviluppo dì un sistema ottico in grado di raccogliere segnali 
debolissimi anche a distanza non trascurabile dal punto di misura. Inoltre 
non forniscono in uscita l'andamento della risposta rapida in fluorescenza, 
ma soltanto i parametri tipici della risposta a regime. 
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Il sistema utilizzato è quindi stato sviluppato in laboratorio. Esso genera 
uno stimolo luminoso con cui indurre il fenomeno sonda, rileva l'intensità 
della fluorescenza, elabora i dati raccolti per fornire un'indicazione dello 
stato di salute della pianta esaminata. Le funzionalità del sistema di misura 
sono descritte nello schema in figura: 
• laser a semiconduttore modulabile in ampiezza in grado di evocare il 
fenomeno sonda(la fluorescenza), sistema ottico, trasduttore; 
• front-end e hardware di controllo delle varie funzioni gestite via 
software e sistema di acquisizione dati; 
• strumento virtuale per il condizionamento ed il filtraggio del segnale e il 
calcolo dei parametri di interesse. 
Modello e marca Sorgente Intensità Rivelatore 
HandyPEA Focused Array ofultra bright red LED+ SP >3000 µ mol m-2 s-1 PIN Photodiode + LP 
filter (peak 650nm) filter 
OptiScience 
Saturati on pulse : 3 5W halogen lamp + SP 
Max 15000uE 
filter (690nm) PIN photodiode + BP 
OSl-FL Modulated Dight: 660nm LED+ SP filter filter (700nm-750nm) 
(690nm) 
OptiScience 
Saturation pulse: 35W halogen lamp + SP 
Max 15000uE 
filter (690nm) PIN photodiode + BP 
OS5-FL Modulated Dight: 660nm LED + SP filter filter (700nm-750nm) 
(690nm) 
OptiScience 
Solid state 685nm source. 500-3000 uE 
PIN photodiode + BP 
OS-30 filter (700nm-7 50nm) 
OptiScience 




PIN Photodiode + LP FMS 1 Actinic 0-3000 µ mol m-2 s-1 filter (700nm) 




PIN Photodiode + LP FMS2 Actinic 0-3000 µ mol m-2 s-1 filter (700nm) 
Saturation intensity 0-20000 µ mol m-2 s-1 
735nmLED 
Measuring: 630nm LEDs (modulable) Software controlled 
Actinic: 4 70nm 1-100 µ mol m-2 s-1 
LI-COR Actinic: 630nm 0-3000 µ mol m·2 s·1 
Saturation: 4 70nm, 630nm LEDs O-7000 µ mol m-2 s-1 
Far-red: 740nm Software controlled 
Tabella 4.5 Dispositivi presenti sul mercato 
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Figur a 4 . 16 Schema a blocchi del sistema di misura 
Strumentazione basata su biosensori 91/132 
La sorgente luminosa 
Il fenomeno della fluorescenza viene stimolato dall'esposizione 
dell' analita ad una radiazione luminosa. Una parte dell'energia viene 
assorbita per alimentare il processo della fotosintesi, una certa quantità 
viene riemessa sotto forma di fluorescenza dovuta alle varie reazioni 
chimiche del processo fotosintetico. L'obiettivo è pertanto quello di usare 
uno stimolo opportuno per evocare tale tipo di risposta da parte della pianta 
e in base a ciò classificare il suo stato di salute. 
È stato fatto uno studio preliminare sulle possibili sorgenti luminose per 
individuare e testare le più adatte per colore e potenza della luce emessa, 
modulabilità, assorbimento di potenza e implementabilità su uno strumento 
portatile. Sono stati presi in considerazione quattro tipi di sorgenti: lampade, 
LED, laser, laser a semiconduttore. Tenendo conto delle caratteristiche delle 
sorgenti luminose disponibili e dei risultati di vari esperimenti condotti con 
ognuna di esse, si è concluso che per questo progetto la soluzione ottimale è 
rappresentata da un laser a semiconduttore. Esso infatti può erogare la 
potenza ottica necessaria ad evocare il fenomeno sonda, garantisce 
un'ottima monocromaticità pennettendo l'impiego del minor numero 
possibile di filtri ottici per la selezione delle bande di interesse unitamente 
ad un basso consumo, una buona compattezza e trasportabilità e una 
gestione estremamente semplice. In tabella sono riportate le caratteristiche 
del diodo laser utilizzato: 
Parametro Valore 
Lunghezza d'onda nominale 670nm 
Potenza d'uscita 3mW 
Stabilità tipica della potenza d'uscita a 20C 2% 
Dipendenza dalla temperatura della potenza d'uscita 15DW/°C 
Tensione di alimentazione da-8Va-12V 
Corrente assorbita alla tensione minima 75mA 
Corrente assorbita alla tensione massima llOmA 
Tipo di modulazione Digitale o 
analogica 
Larghezza di banda della modulazione 100Hz-50Mhz 
Range di frequenza 1 OOHz-1 OOMHz 
Profondità di modulazione 90% 
Tempo di vita medio 20000 ore 
Dimensioni del fascio 4.Smm x 2.Smm 
Tabella 4.6 Caratteristiche del laser a semiconduttore usato 
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Figura 4.17 Esempio della struttura di un laser a 
semiconduttore 
Il sistema ottico 
La luce di fluorescenza prodotta dalla'analita in esame deve essere 
trattata preliminarmente da un sistema ottico al fine di pennettere al 
trasduttore primario di lavorare nelle migliori condizioni possibili. Il segnale 
che si deve rilevare ha infatti caratteristiche tali da richiedere particolari 
accorgimenti per una sua corretta identificazione e misura. Inoltre, al fine di 
poter effettuare misure su campioni non accessibili, si è reso necessario lo 
sviluppo di un sistema ottico per aumentare la sensibilità del sensore. 
Gli elementi principali del sistema sono montati su un supporto 
telescopico per poter mettere a fuoco punti a diverse distanze (da 0.6m a 
3m). La luce così raccolta è filtrata tramite un filtro interferenziale a banda 
stretta per selezionare le lunghezza d'onda di interesse. Infatti, a causa della 
particolare natura del fenomeno da osservare l'informazione è contenuta in 
una determinata riga spettrale, si rende quindi necessaria l'eliminazione 
delle componenti indesiderate tramite dei filtri ottici. 
Per questa particolare applicazione i filtri in gelatina (filtri Wratten), la 
cui tecnologia costruttiva è ormai consolidata e sono prevalentemente 
utilizzati in fotografia ed astronomia non risultano sufficientemente selettivi, 
in quanto per la corretta identificazione della radiazione fluorescente 
proveniente dall'organismo vegetale è necessario eliminare completamente 
la luce dello stimolo. Nel caso specifico la luce che porta l'informazioni 
corrisponde ad una lunghezza d'onda di 730nm, mentre la luce dello stimolo 
(laser a semiconduttore) è di 670nm. Si è perciò ricorso a un filtro 
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interferenziale la cui larghezza di banda è sufficientemente stretta da 
eliminare la luce del laser. 
Questi filtri sono costituiti da diversi strati di materiale depositati su un 
supporto di vetro. Lo spessore e il materiale di ogni strato sono progettati in 
modo che ci sia un adattamento di impedenza solo per una determinata 
lunghezza d'onda, mentre le altre vengono riflesse. 
Bisogna notare però che l'intensità massima trasmessa non supera 
comunque il 50% della luce riflessa. Questo è un notevole problema in 
quanto il già debole segnale proveniente dalla foglia viene ulteriormente 
attenuato dal filtro. 
Per aumentare la sensibilità del trasduttore primario è inoltre opportuno 
inserire una lente che focalizzi il segnale sulla superficie attiva del 
trasduttore. In questo modo può essere raccolta una maggior quantità di 
fotoni. 
Contemporaneamente però bisogna cercare di eliminare la luce 
proveniente da punti diversi da quello in esame per evitare l'accecamento 
del sensore. 






Figura 4.18 Sistema ottico progettato 
Per trasduttore si intende un dispositivo in grado di convertire una 
grandezza del mondo fisico, in questo caso la luce di fluorescenza, in una 
più facilmente elaborabile secondo le tecniche più vantaggiose, cioè un 
segnale elettrico (tensione o corrente). La scelta del dispositivo è stata 
dettata dalle caratteristiche del segnale da rilevare: esso ha una bassa 
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intensità e in generale è lentamente variabile. Il primo tratto della curva di 
salita però presenta un fronte piuttosto ripido e ciò costituisce il vincolo 
principale nella determinazione della larghezza di banda necessaria. È stato 
infatti calcolato che per un corretto campionamento del segnale il sistema 
deve garantire una banda di 1 OOkHz. Le caratteristiche richieste ai 
componenti sono quindi una grande amplificazione e una banda 
considerevolmente larga: esse sono mutuamente escludenti. 
Tra gli elementi fotosensibili maggiormente in uso i tubi 
fotomoltiplicatori (PMT) sono dispositivi dotati di una sensibilità 
estremamente alta e di un tempo di risposta molto breve. Tipicamente il 
fotomoltiplicatore consiste in un fotocatodo, cioè un materiale capace di 
emettere fotoni quando viene colpito da fotoni, seguito da elettrodi di 
focalizzazione, un moltiplicatore di elettroni e un anodo collettore di 







Figura 4.19 Schema di funzionamento di un fotomoltiplicatore 
Quando la luce colpisce il fotocatodo, esso emette un fotoelettrone 
verso l'interno del dispositivo. Esso viene focalizzato e diretto verso i 
dinodi. Qui un campo elettrico accelera gli elettroni i quali, colpendo i 
dinodi, producono altri elettroni a causa del fenomeno dell'emissione 
secondaria. L'effetto complessivo è quello di una moltiplicazione di 
elettroni i quali vengono infine raccolti dall'anodo come segnale di uscita. 
Materiale del Risposta Note 
fotocatodo spettrale 
AgOCs 300nm-1200nm Principalmente usati nell'infrarosso a causa 
dell'alto rumore di buio per effetto 
termoionico 
GaAs(Cs) UV-930nm Risposta piatta tra 300-850 
InGaAs(Cs) UV-IR Miglior SIN nell'infrarosso rispetto a GaAs 
SbCs U V-visibile 
SbRbCs, SbKCs DV-visibile Maggior sensibilità e minor rumore rispetto 
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a SbCs. Usati negli scintillatori 
NaKSb Resiste a temperature molto elevate ( 175C). 
A temperatura ambiente hanno basso 
rumore 
NaKSbCs UV-vicino IR Usato in fotometria 
CsTe, CsI uv Insensibile a 0>320nm e 0>200nm 
rispettivamente 
Tabella 4.7 Materiali usati per il fotocatodo e principali 
caratteristiche 
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Figura 4.20 Tipiche curve di risposta di un 
fotomoltiplicatore 
Controllo, acquisizione ed elaborazione dei dati 
15 
Per il primo condizionamento del segnale del trasduttore primario, della 
gestione del front-end di acquisizione e dell'interfacciamento con il sistema 
di acquisizione è stato realizzato un sistema analogico supportato da uno 
strumento virtuale realizzato in ambiente LabVIEW 6.1. 
L'acquisizione del segnale analogico avviene tramite una scheda tipo 
DAQ-All 6-E4 della National Instruments, installata su un PC portatile in 
modo da poter rendere lo strumento trasportabile per effettuare anche 
misure sul campo. La scheda fornisce anche i segnali di controllo al front-
end di acquisizione. 
Lo strumento virtuale assolve ai seguenti compiti: 
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• costltmsce l'interfaccia con cui l'utente interagisce con il sistema, 
permettendo così di impostarne i parametri in modo semplice e sicuro e 
per poterne ottimizzare il comportamento in diverse situazioni di lavoro; 
• acquisisce il segnale prodotto dal fotomoltiplicatore e digitalizzato dalla 
scheda di acquisizione; 
• effettua operazioni di filtraggio digitale per ridurre il rumore. A tal fine 
si sono sviluppati algoritmi che si basano su tecniche avanzate di 
elaborazione numerica. Ciò è reso necessario dalla natura stessa del 
segnale e dalla particolare localizzazione al suo interno 
dell'informazione utile, che non consentono di applicare le usuali 
tecniche di filtraggio lineare per la riduzione del rumore; 
• estrae i valori di maggior interesse previsti dal test OJIP; 
• salva i dati raccolti in formato aperto elaborabili anche in altri ambienti 
di lavoro. 
Nelle seguenti figure sono riportati i pannelli di controllo con cui 
l'utente interagisce con il sistema. Allo schema a blocchi, che rappresenta la 
parte di elaborazione dei dati, corrisponde un pannello, o front pane!, 
mediante il quale l'utente interagisce con il programma in modo del tutto 
simile a quello con cui opererebbe su uno strumento stand alone. 
Il pannello frontale dello strumento virtuale progettato è stato suddiviso 
in due sezioni, dedicate rispettivamente: 
• all'impostazione dei parametri e controllo dello strumento; 
• alla visualizzazione dei segnali e dei dati. 
Sono presenti cinque cartelle, riportate nelle seguenti figure, 
rispettivamente dedicate alle impostazioni del sistema e del guadagno del 
fotomoltiplicatore da parte dell'utente, all'acquisizione e visualizzazione del 
segnale grezzo, alla scomposizione e visualizzazione delle singole misure, al 
filtraggio delle forme d'onda per la riduzione del rumore con la 
visualizzazione del segnale nel formato finale, all'estrazione dei parametri 
per il test OJIP e di indici usualmente utilizzati nel settore della biologia, 
parte che permette di comparare gli strumenti presenti sul mercato con 
que11o sviluppato. 
















Figura 4 . 21 Impostazioni del sistema e del guadagno del 
fotomoltiplicatore 
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Figura 4 . 22 Acquisizione del segnal e 
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Figura 4.24 Filtraggio delle forme d'onda per la riduzione 
del rumore 
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Figura 4 . 25 Estrazione dei parametri per il test OJIP 
Procedura di acquisizione dei dati 
99/132 
v ' 
La procedura di acquisizione dei dati prevede inizialmente il settaggio 
del sistema ottico in modo che il fuoco anteriore della lente sia sulla zona 
illuminata dal laser. 
Il laser necessita di alcuni periodi per poter funzionare secondo i suoi 
valori nominali. Essendo prodotte da impulsi che presentano un fronte di 
salita non rettangolare, bisogna trascurare le prime misure impostando il 
valore di skip-count. Al raggiungimento del valore di skip-count viene 
generato il vero e proprio segnale di trigger, il quale fa injziare 
l 'acquisizione del segnale da parte della scheda. 
Anche il numero di periodi da campionare e la frequenza di 
campionamento sono impostate dall' utente sul pannello dello strumento 
virtuale. 
Nelle misure effettuate si sono campionati solitamente tre periodi interi. 
Non è opportuno campionare un numero maggiore di periodi perché la 
fluorescenza, soprattutto nei campioni sani, rivela un certo decadimento nel 
suo valore massimo per tempi di illuminazione lunghi. Esso è già visibile 
dopo i tre periodi, ma può essere compensato tramite una media pesata dei 
periodi in questione, migliorando conseguentemente anche il rapporto 
segnale rumore. 




Vengono presentati i risultati sperimentali ottenuti nel 
processo di validazione dell'approccio proposto e dello 
strumento di misuraJ sviluppato in laboratorio e basato su 
metodi ottici. 
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L'approccio proposto è stato validato attraverso una campagna 
sperimentale che ha previsto la misura della fluorescenza indotta su varie 
specie di licheni epifiti, provenienti da zone ad inquinamento diverso. Per il 
confronto, la qualità dell'aria è stata stimata con i metodi basati sull'analisi 
della varietà lichenica attualmente utilizzati. 
La sperimentazione è stata suddivisa in due fasi. La prima ha previsto 
l'analisi comparata di licheni presenti in diverse zone nelle vicinanze di 
un'area industriale. Per la seconda fase è stata seguita l'evoluzione di 
licheni raccolti in una zona a basso inquinamento e trasferiti in prossimità di 
un impianto per la produzione di acciaio. 
Come esempio di applicazione alternativa dello strumento è stata inoltre 
effettuata, all'interno di un progetto condotto dal dipartimento di biologia 
dell'Università di Trieste, l'analisi sperimentale della risposta rapida in 
fluorescenza di licheni epifiti sottoposti all'azione di biocidi, per verificare 
l'effetto degli stessi sui processi fotosintetici dei iicheni. L'esperimento è 
stato realizzato in parallelo all'analisi con un fluorimetro commerciale, che 
fornisce in uscita la sola risposta in fluorescenza a regime. 
Come test iniziale, è stata verificata la risposta dello strumento 
sviluppato in laboratorio in assenza di segnale, e quindi effettuando la 
misura su un campione di riferimento ad emissione nulla (denominato 
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"nero"). In uscita dallo strumento è stato registrato un bassissimo rumore, 
corrispondente ad una piccola componente residua data dalla 
sovrapposizione del banda passante del filtro e della sorgente laser, non 
rilevante ai fini delle misure in quanto di ampiezza molto inferiore ai segnali 
di tipo biologico ed in ogru caso presente in ogni misura e quindi irrilevanti 
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Figura 5 . 1 Risposta de l riferimento [Nella presente figura e 
in quelle successive sull ' asse delle ordinate è utili zzata 
una scala in unità arbitrarie, sull ' asse delle ascisse una 
scala logaritmica in secondi] 
5 .1 . Analisi di campioni preesistenti 
Le specie di albero che si possono utilizzare per il campionamento 
lichenico si ripartiscono in due gruppi, distinti in primo I uogo dal pH della 
scorza, ma anche da altri parametri (ritenzione idrica, durezza, tipo di 
scorza, etc.), come segue dalla tabella 5 .1. 
A fini di monitoraggio vanno esclusi alberi con scorza facilmente 
esfogliabile (es. Aesculus, Platanus), preferibilmente esclusi alberi con 
elevata capacità idrica della scorza (Sambucus e Robinia pseudoacacia) e di 
specie che mantengono a lungo una scorza liscia scarsamente colonizzabile 
da licheni (Celtis e Populus alba). L' utilizzo di Fagus è permesso soltanto 
nella fascia montana, e al di fuori di centri urbani. E ' possibile, quando non 
sono disponibili campioni di alberi dello stesso tipo, ricorrere ad altre specie 
nell'ambito dello stesso gruppo. Studi basati su alberi di gruppi diversi non 
sono direttamente comparabili. E' preferibile utilizzare alberi del secondo 
gruppo, ed in particolare Tilia. 
Risultati sperimentali 
Ad alto pH A basso pH 
Acer pseudoplatanus Prunus domestica 
Acer platanoides Olea europaea 
Ceratonia siliqua Quercus petraea 
Ficus spp. Alnus glutinosa 
Fraxinus excelsior Castanea sativa 
Fraxinus omus Quercus ilex 
J uglans spp. Quercus pubescens 
[Populus x canadensis Quercus cerris 
Sambucus nigra Betula pendula 
Ulmus spp. Prunus avium 
Tilia spp. 
Tabella 5.1 Substrati adeguati per il 
calcolo dell'IBL 
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Il campionamento è stato condotto su alberi di pioppo (Populus) aventi, 
come previsto dalle procedure solitamente seguite per la valutazione della 
qualità dell'aria, le seguenti caratteristiche: 
• inclinazione del tronco non superiore ai 10°, per evitare effetti dovuti 
all'eccessiva eutrofizzazione di superfici molto inclinate; 
• circonferenza minima di 60 cm, per evitare situazioni con flora lichenica 
p1omera; 
• assenza di fenomeni evidenti di disturbo (danni alla corteccia, gravi 
malattie della pianta etc.). 
Per ogni area sono stati effettuate analisi su tre alberi, corrispondenti ad 
un numero sufficiente di unità di campionamento. 
Licheni della specie "physcia adscendens" [S5, S6] sono stati raccolti in 
tre aree: le prime due a circa mezzo chilometro da una zona industriale, ma 
in direzione di circa una decina di gradi di distanza dalle zone usualmente 
sottovento, la terza ad una distanza di una decina di chilometri. Una quarta 
area, solitamente in direzione sottovento, presentava le classiche 
caratteristiche del deserto lichenico. 
Nell'analisi, si è tenuto conto dell'effetto spurio di fattori ambientali 
scorrelati dal fenomeno di interesse, come ad esempio il tipo di esposizione 
alla luce dei licheni ed il tipo di substrato. Il campionamento è quindi stato 
effettuato solo su esemplari appartenenti alla stessa specie arborea, pioppi, 
esposti alla luce per la maggior parte del giorno ed in direzione sud-ovest. 
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La validazione dell'approccio è stata effettuata stimando il grado di 
inquinamento tramite due metodi attualmente riconosciuti nel settore della 
biologia. Il primo richiede la valutazione della biodiversità lichenica. 
Per la stima dell ' indice lBL (Indice di Biodiversità Lichenica), è stata 
scelta la tecnica del reticolo fisso, costituito da dieci quadrati di 1 OxlO cm, 
disposto verticalmente sul tronco. La parte inferiore di ciascuna unità deve 
essere disposta ad un metro dalla superficie del suolo. Sono da evitare le 
parti del tronco danneggiate o decorticate, con presenza di evidenti nodosità, 
corrispondenti alle fasce di scolo con periodico scorrimento di acqua 
piovana, e con copertura di briofite superiore al 25%. 
Sono state annotate tutte le specie licheniche presenti all'interno di 
ciascuna unità e la loro frequenza, calcolata come numero di quadrati in cui 
ogni specie è presente. Per l' identificazione dei licheni, ne sono state 
asportate piccole parti che sono state analizzate anche per mezzo di lenti 
opportune e confrontate con le banche dati disponibili [S5, S6, P47]. 
Utilizzando un reticolo di dimensioni standard a dieci celle, è stato 
calcolato l' lBL, che corrisponde alla media della somma di tutte le specie 
presenti nella griglia. Nella figura seguente si riporta come esempio la stima 
dell ' indice di naturalità lichenica nella zona risultata essere a bassa 
naturalità. L' lBL è infatti risultato essere corrispondente a 29. 
1,3,4 1,1,4 1,3,4,5 1, 1, 4 1, 'l 1 
1,3,4 1,3,4 1,3,4,5 1, 3, 4 1,3,5 1,3,5 
1,2,3,4 1,3,4 1,3,4,5 1, 3, 4 1,3,5 1,3,5 
1,3,4 1,3,4 1,3,4,5 1, 3, 4 1,3,5 1 
1,3,4 1,3,4 1, 3, 4 1, 3, 4 1,3,5 1,3,5 
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Figura 5 . 2 Calcolo della diversità lichenica 
All'lBL viene associato un grado di inquinamento suddiviso in sette 
livelli, con un estremo superiore corrispondente ad un inquinamento che 
comporta un'alterazione molto alta delle condizioni ambientali ed un livello 
inferiore corrispondente ad una naturalità molto alta. 
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Classi di naturaJità/alterazione [Metodo a reticolo fisso] 
Classe IBL Stato Colore 
7 o Alterazione molto alta Cremisi 
6 1-10 Alterazione alta Rosso 
5 11 - 20 Alterazione media Arancione 
4 21 - 30 Naturalità bassa/Alterazione bassa Giallo 
3 31 -40 Naturalità media 
Verde 
chiaro 
2 41 - 50 Naturalità alta 
Verde 
scuro 
1 > 50 Naturalità molto alta Blu 
Tabella 5.2 Classi di naturalità 
Il secondo metodo, che prevede di riconoscere la presenza di 
determinate specie licheniche, (metodo di Van Haluwyn-Lerond) è stato 
utilizzato come convalida delle valutazioni effettuate tramite l 'IBL. 
I campioni da sottoporre ad analisi sono stati raccolti, puliti, e 
conservati in ambiente secco e buio al fine di non alterare il loro stato. Per 
effettuare le misure sono stati sottoposti a reidratazione, per consentire il 
reinstaurarsi dei processi di fotosintesi , tramite immersione in acqua 
distillata 
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Figura 5 . 3 Risposta in fluorescenza dei campioni raccolti in 

















Figura 5 . 4 Ri sposta in fluorescenza dei campioni raccolti in 
zone a naturalità media 
Si è quindi riusciti a discriminare due zone caratterizzate, secondo il 
metodo preso a riferimento, da due livelli di naturalità (Figura 5.5). La 
prima in corrispondenza dei siti non sottovento in prossimità della zona 
industriale, in figura 5.3 e corrispondente all 'area delineata in nero nella 
figura 5.5, la seconda più lontana da questa in figura 5.4 e corrispondente 
all'area delineata in rosso nella figura 5.5. Non è stato possibile condurre il 
confronto per zone ad inquinamento più elevato, per 1 'incapacità della 
specie lichenica scelta di sopravvivere ad ambienti meno puliti. 
D' altra parte la resistenza più elevata ad ambienti inquinati è presentata 
da licheni di tipo crostoso, caratterizzati da patine aderenti strettamente al 
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Figura 5 . 5 Risposta in fluorescenza dei campioni raccolti in 
zone a naturalità media 
I risultati hanno messo in evidenza una correlazione significativa tra la 
risposta dinamica in fluorescenza ed le valutazioni effettuate con i metodi di 
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osservazione esterna. La sensibilità del metodo è risultata essere adeguata 
per l'applicazione e compatibile con i metodi di confronto considerati. 
Il sistema proposto presenta il vantaggio di non essere invasivo e di 
poter essere facilmente trasportabile per effettuare misure sul campo, senza 
pre-trattamento dei campioni e senza necessitare di contatto con gli stessi. 
Potrebbe quindi essere utile a supporto delle valutazioni di diversità 
lichenica e in definitiva dello stato di qualità dell'aria. 
5.2. Evoluzione temporale 
Al fine di valutare l'opportunità di utilizzare campioni preparati e 
caratterizzati in laboratorio per studiare l'andamento dell'inquinamento in 
zone di interesse, tramite posizionamento degli stessi in loco, si è cercato di 
seguire 1' evoluzione temporale della risposta in fluorescenza su licheni 
epifiti della specie Flavoparmelia caperata (L.) Hale [S5, S6, P]. 
Ne sono quindi stati raccolti dei campioni in una zona a basso tasso di 
inquinamento (Purgessimo di Cividale-Ud), prelevandoli da alberi diversi 
della stessa specie con porzioni di scorza di sostegno. 
I campioni sono stati sistemati all'interno di una griglia e collocati in 
posizione sud-ovest su alberi di sostegno presenti nell'area soggetta allo 
scarico dei fumi dell'acciaieria, in quanto usualmente in direzione 
sottovento (Zona industriale di Rivoli di Osoppo-Ud). L'analisi della 
frequenza lichenica, utilizzata per valutare il livello di qualità dell'area, ha 
posto la stessa tra le aree caratterizzate da deserto lichenico, e quindi ad alto 
livello di inquinamento. 
La zona di prelievo è stata scelta in un settore caratterizzato da un clima 
simile a quello della zona di test, in modo da minimizzare l'influenza del 
cambiamento dell'ambiente esterno sulle misure. Le misure sono state 
effettuate al momento della raccolta dei campioni e successivamente con 
una cadenza bisettimanale. 
Durante il periodo di sperimentazione le temperature si sono mantenute 
sostanzialmente stabili, con minime mai inferiori a qualche grado sotto lo 
zero, così che l'attività metabolica dei licheni non risulta essere stata 
soggetta a rallentamenti dovuto all'esposizione a temperature critiche [P48]. 
È stata fatta per ogni campione una valutazione della variabilità delle 
misure su sezioni diverse, rilevando una sostanziale uniformità, a parte 
qualche eccezione spuria (figura 5.6). 

















Figura 5 . 6 Confronto della risposta in fluorescenza nelle 
stesse condizioni tra aree diverse di un stesso campione 
In figura 5. 7 si può vedere landamento della risposta in fluorescenza di 
uno dei campioni analizzati. La risposta iniziale (in nero) è aumentata fino a 
raggiungere la zona di saturazione dello strumento (dipendente dal 
guadagno, fissato a 120 per tutta la serie di prove relative all 'evoluzione 
temporale), dove è rimasta relativamente stabile per la serie di prove da11a 
seconda alla sesta. Si è poi osservato un decadimento della stessa nelle due 
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Figura 5.7 Evoluzione temporale della risposta di un campione 
Si riporta anche l' esempio di un secondo campione, per il quale si è 
osservato lo stesso andamento ma con una velocità di risposta minore nella 
fase di aumento del meccanismo fotosintetico. Per chiarezza si riporta in un 
primo grafico la fase ascendente della risposta (dal nero al giallo) e di 
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Figura 5 . 8 Evoluzione temporale della risposta di un secondo 
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Figura 5 . 9 Evoluzione temporale della risposta di un secondo 
campione (andamento dal nero al celeste) 
Di seguito si riportano i grafici relativi alla misura iniziale ed alla 
misura in cui è stata raggiunta la massima risposta in fluorescenza per la 
maggior parte degli esemplari hchenici, per i campioni analizzati. 
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Figura 5 .1 0 Risposta in fluorescenza dei sei campioni 
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Figura 5 . 11 Risposta in fluorescenza dei sei campioni 




E' quindi stata verificata una variazione della risposta in fluorescenza in 
campioni inseriti in ambiente caratterizzati da livelli di inquinamento non 
trascurabili. La risposta in fluorescenza potrebbe quindi essere utilizzata per 
seguire l' andamento temporale della qualità dell ' aria sfruttando esemplari 
Lichenici da collocare in Loco. Lo studio potrebbe essere portato avanti 
monitorando alcune zone di interesse tramite osservazione visiva da parte di 
esperti per la valutazione della IBL e contemporanea valutazione 
dell'andamento della risposta in frequenza. 
5 .3. Altri esempi di applicazione 
All 'interno di una sperimentazione condotta dalla facoltà di biologia 
deJJ'Umversìtà dì Trieste volto alranalìsì detreffetto dì b1ocìdi su lìchenì 
epifiti, lo strumento è stato utilizzato congiuntamente ad un fluorirnetro 
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classico, il mini-PAM della Heinz Walz Gmb, Germania. L'attività ha 
permesso di verificare, in collaborazione con esperti del settore, la capacità 
dello strumento di analizzare mutazioni dello stato di stress attraverso la 
variazione della risposta in fluorescenza. 
Il biocida utilizzato è il Koretrel©, messo a punto congiuntamente dalla 
Tokai Concrete Industries Co. (Aichi, Giappone) e dalla Chubu Electric 
Power Co. (Nagoya, Giappone), per l'eliminazione degli organismi 
fotoautotrofi dai substrati litici. Contiene alkyleneoxide (97.6% ), 
alkylaminotriazine (0.98%), N'-(3,4- dichlorophenyl)-N,Ndimethyl urea 
(0.98%), e alkyltrihydroxybenzene polyoxide denaturato (0.48%). 
Questo prodotto non rientra nel PR TR (Pollution Release and Transfer 
Register ), e pertanto non è sottoposto alle regole di classificazione e di 
numerazione di rischio "UN". Possiede bassa tossicità, è moderatamente 
irritante per gli occhi ma non per la pelle, non induce mutazioni genetiche. 
Per quanto riguarda l'impatto ambientale non sono ancora ben chiari i 
meccanismi di degradazione e di accumulo; secondo la valutazione 
dell'OECD (Organisation for Economie Co-operation and Development) la 
tossicità sui pesci è inesistente. Il valore del parametro LD50 (si tratta di una 
misura della tossicità acuta equivalente alla dose che uccide il 50% di 
individui sottoposti a tale dose; le unità di misura dei LD50 sono 
milligrammi di sostanza per kilogrammo di peso dell'individuo) testato sui 
ratti tramite assunzione orale è di 2000 mg/kg o superiore. 
Questo prodotto, non commercializzato nei Paesi dell'Unione Europea, 
è di colore marrone chiaro, ha un odore peculiare, solidifica sotto i -10°C e 
bolle sopra i 200°C; ha un peso specifico pari a 0,984 (20°C), è solubile in 
acqua, con un pH di 5 in soluzione pura e 7 in soluzione acquosa 1 %. 
Recenti studi hanno dimostrato l'elevata efficienza di questo prodotto 
sui licheni sassicoli di substrati calcarei e intermedi come arenarie e basalti 
[P49, P50]. Il meccanismo di azione non è ben conosciuto ma, contenendo 
N' -(3,4- dichlorophenyl)-N,Ndimethyl urea (0.98%), conosciuto come 
"Di uri on", di certo agisce a livello del fotosistema II bloccando i primi 
accettori della catena di trasporto degli elettroni. 
I licheni utilizzati per la sperimentazione sono della specie 
F1avoparme11a caperata (L.) Ha1e; 1a stazione di campionamento si trova nei 
pressi della Dolina di Percedol, nell'altopiano carsico triestino ( Opicina -
TS). Tutti i campioni sono stati raccolti dal lato esposto a Nord di alcuni 
frassini, in maniera tale che il loro apparato fotosintetico fosse adattato al 
medesimo regime luminoso. Questa specie è stata scelta in quanto: 
• ha ampia distribuzione e frequenza in queste zone; 
• la sua fisologia è stata più volte descritta sia per quanto riguarda i ratei 
di assimilazione di C02 che in termini di emissione di fluorescenza e 
contenuti di pigmenti fotosintetici [P5 l, P52, P53]. 
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I campioni sono stati puliti da pezzi di scorza, polvere ed eventuali 
insetti presenti; i talli selezionati sono quindi stati divisi in più "spicchi" su 
cui effettuare le misure di fluorescenza, che sono state condotte solamente 
sùfte parti più marginati, più giovani e più attive. 
Sono stati quindi assimilati 4 gruppi di spicchi, sei campioni per gruppo, 
su cui sono state effettuate le misure. I quattro gruppi sono stati sottoposti 
rispettivamente a nessun trattamento (gruppo B, di controllo), ad una 
soluzione all' 1 % di Koretrel (Gruppo Kl %), alla soluzione madre di 
Koretrel (Gruppo K). 
I campioni sono stati quindi lasciati in laboratorio a 18 °C, disidratati e 
al buio fino al momento in cui si è iniziata la procedura di misura. Sono 
quindi stati idratati per immersione in acqua distillata e lasciati in campana 
umida ~er circa 48 ore a 20°C con un'illuminazione pari a PAR 20 
µmol/m s [PAR: photosynthetic active radiation, è una misura dell'energia 
della -r.adiazione solare; 4a 400 .a. 700 mn10:metri, -l~tilizz~ta <!alle .piante 
terrestri nei processi di fotosintesi e quindi intercettata dalla clorofilla a e b. 
E' una misura dell'energia effettivamente disponibile per la fotosintesi, 
minore dell'energia totale proveniente dal Sole perché lo spettro di 
assvrbirr10rrt0 'crcHa 'c1vr&f1Ha noo ~ mvltv "CS'tcso. l,;,icnc 'g\,;n~rnlrn""ritc 
considerata pari al 50% della radiazione solare totale incidente. Si concentra 
nelle bande del blu e del rosso, con punte massime a 430 e 680 nm di 
lunghezza d'onda. Viene misurata in µmol/m2s e un PAR di 1000 µmol/m2s 
è equìval~nte a 200 W/J112l 
Ogni campione è stato trattato, prima delle misure, con il seguente 
procedimento: 
• idratazione e adattamento al buio per 24 minuti; 
• trattamento per immersione nèfla sòluzione di 'biocidi (in acqua distiTlata 
per il controllo); 
• adattamento al buio per ulteriori 1 O minuti; 
• induzione di fluorescenza a PAR saturante 600 µmol/m2s, misurata con 
un mini-PAM (Walz, Germania); 
• idratazione con acqua nebulizzata e adattamento al buio in campana 
umida per 30 min; 
• misura del test OJTP con il fluorimetro sviluppato, con campioni adattati 
al buio e intensità luminosa saturante; 
• i campioni sono stati quindi re-idratati con uno spruzzino nebulizzando 
acqua distillata, quindi lasciati in campana umida a PAR 20 µmol/m2s e 
.20°C tino ,alla -sessione 4i ,miSMre ,seg~iente. 
Le misure sono state quindi condotte a 3 e a 6 giorni dall'applicazione 
del biocida. 
1'1.-" .;_" f" 0 \ ·~.~ ,+ l • -.-•L 11' 0 0 rì.jd seguenll 'gra-11c1 ee Tl'_r.,am:a '1tì rrspvsra ·a:il "espv~1zrone 
rispettivamente a 3 ed a 6 giorni di un campione del gruppo B (in nero), di 
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Figura 5.12 Risposta in fluorescenza di campioni de l gruppo B 
(in nero , riferimento) , Kl % (in rosso) e K (in blu) 
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Figura 5 . 13 Risposta in fluorescenza di campioni del gruppo B 
(in nero , riferimento) , Kl % (in rosso) e K (in blu) 
a 6 giorni dall ' esposizione 
Le misure evidenziano come la risposta all 'esposizione diluita di 
biocida causi nel lichene un'immediata risposta difensiva, che causa 
l'aumento della riposta in fluorescenza, non sufficiente a proteggere 
l'organismo dall ' azione a lungo termine. Nel caso invece dell' esposizione 
ad una dose concentrata di sostanza, si osserva invece un rapido 
decadimento dei meccanismi fotosintetici . 
Analizzando l' intera risposta in fluorescenza, si può osservare come, 
piuttosto che l'aumento della risposta a regime, sia significativo in questo 
caso la variazione della risposta a breve termine, corrispondente quindi al 
periodo temporale tra 30 e 60µs, molto più ampia nel caso degli organismi 
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sottoposti alla soluzione di biocidi. Questo fenomeno si può enfatizzare 
normalizzando le curve al val or massimo raggiunto. Nelle figure 5 .14 e 5 .15 
si possono osservare le risposte dei sei campioni del gruppo B (in nero), e di 
quellì del gruppo X.1% (ìn blu) a tre gìornì dalresposìzìone. Nelle figure 
5.16 e 5.17 si possono osservare le risposte dei sei campioni di riferimento 
(gruppo B, in nero), e di quelli del gruppo K (in blu). Infine si mostra la 
comparazione tra la risposta all ' esposizione alla soluzione diluita e 











' ' 1,0 10,0 
Figura 5 . 14 Risposta in fluorescenza dei sei campioni 
del gruppo B (in nero , riferimento) e K1 % (in blu) 
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Figura 5 . 15 Risposta in fluorescenza normalizzata dei sei 
campioni del gruppo B (in nero , riferimento) e K1 % (in blu) 
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Figura 5.16 Risposta in fluorescenza dei sei 
campioni del gruppo B (in nero, riferimento) e K (in blu) 
a 3 giorni dall'esposizione 













Figura 5 . 17 Risposta in fluorescenza normalizzata dei sei 
campioni del gruppo B (in nero , riferimento) e K (in blu) 
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Figura 5.18 Risposta in fluorescenza dei sei 
campioni del gruppo kl % (in nero) e K (in blu) 
a 3 giorni dall ' esposizione 
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Figura 5 _19 Risposta in fluorescenza normalizzata dei sei 
campioni del gruppo kl % (in nero) e K (in blu) 
a 3 giorni dall ' esposizione 
J 
Infine, si può osservare come nel tempo la risposta ad una soluzione diluita 
di biocidi porti ad una riduzione progressiva dei meccanismi fotosintetici 
degli organismi, fornendo una risposta che si awicina a quella causata da 
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Figura 5 . 20 Risposta in fluorescenza dei sei 
campioni del gruppo kl % (in nero) e K (in blu) 
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Figura 5 . 21 Risposta in f l uorescenza normalizzata dei sei 
campioni del gruppo k1 % (in nero) e K (in blu) 
a 6 giorni dall ' esposizione 
Per ogni campione, la misura è stata ripetuta due volte, su parti diverse 
della porzione di lichene, al fine di verificare la dipendenza dall'area di 
misura. Si ricorda comunque che tutti i campioni analizzati appartenevano a 
parti limitrofe dell 'organismo stesso, per sfruttare la maggiore velocità di 
risposta delle sezioni più giovani rispetto al tallo centrale dello stesso agli 
stimoli esterni. 
Come esempio si riporta il confronto tra misure su un campione per 
gruppo campione del gruppo B(in nero, riferimento), K1% (in blu) e K (in 
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Figura 5 . 22 Confronto tra le risposte in fluorescenza di aree 
diverse di un campione del gruppo B(in nero , riferimento), 
Kl % (in blu) e K (in rosso ) a 6 giorni dall ' esposizione 
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Figura 5.23 Confronto tra le risposte normalizzate di a r ee 
diverse di un campione del gruppo B(in nero, r iferimento) , 
K1 % (in blu) e K (in rosso ) a 6 giorni dall ' esposizione 
Nel confronto tra le misure effettuate con il fluorimetro sperimentale e 
que11o commerciale, i dati confrontabili in quanto forniti in uscita anche dal 
fluorimetro commerciale, e corrispondenti ai parametri della fluorescenza a 
regime F0 ed f p ed ai parametri calcolati a partire da questi, hanno 
confermato i risultati ottenuti. Un' attività futura, di interesse per il settore 
della biologia, è quella di utilizzare il maggior numero di informazioni 
fornito dallo strumento sviluppato per approfondire le conoscenze sui 
processi del sistema fotosintetico dei licheni epifiti. 
Si ringra:=ia il personale del Dipartimento di Biologia, settore botanica 
sistematica, dell'Università di Trieste, ed in particolare i dottorandi, per 
aver offerto la possibilità di verificare la strumenta=ione sviluppata 
partecipando alla loro campagna sperimentale 
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Conclusioni 
Alla luce dei risultati ottenuti si può affermare che il principale obiettivi 
di questo progetto sono stati raggiunti. Tali obiettivi erano la dimostrazione 
della fattibilità di un approccio che prevede l'impiego di organismi 
biologico come parte attiva ne11a valutazione della qualità de11'aria in 
presenza di inquinanti ambientali ed in seconda battuta lo sviluppo di 
strumentazione di misura utile a supportare questo tipo di analisi. I vantaggi 
che si possono ottenere sono l'integrazione delle informazioni ottenibili da 
dispositivi basati su meccanismi chimico-fisici attraverso l'utilizzo di 
organismi biologici, in particolare licheni, e la possibilità di rendere questi 
processi indipendenti dagli operatori che effettuano la rilevazione. 
A questo scopo sono quindi stati sviluppati dei dispositivi e della 
stmmentazione atta a riìevare 1' informazione derivante dal sensore primario 
ed è stata condotta un'attività sperimentale al fine di dimostrare la fattibilità 
del metodo. 
Per quanto riguarda in particolare i metodi ponderali, nonostante questi 
non siano stati testati in sinergia con un sensore primario di tipo biologico in 
quanto non ancora permesso dallo stato dell'arte per quanto riguarda 
lindividuazione di sottosistemi biologici del lichene maggionnente 
coinvolti nel processo degenerativo causato dall'esposizione di inquinanti, si 
è in ogni caso definita una tecnologia di realizzazione di dispositivi ad 
elevata sensibilità e selettività ed idonei ali' applicazione in campo 
sensoriale. 
L'obiettivo di realizzare un dispositivo ad onda acustica superficiale 
(SAW) ottimizzato per l'impiego nell'ambito delle misure è stato raggiunto 
in maniera soddisfacente. Il lavoro di ricerca svolto in laboratorio ha infatti 
posto l'attenzione sulla necessità di realizzare un dispositivo con 
caratteristiche morfologiche tali da favorire l'interazione tra 1 'onda acustica 
prodotta dalla SA W ed il materiale sensibile. A tale scopo si è operato 
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aumentando la distanza tra gli elettrodi della SA W nonché la loro apertura, 
con il risultato di ottenere un incremento dell'area sensibile. 
Per quanto riguarda la geometria degli elettrodi, i parametri ottimi per 
i'utilizzazione del dispositivo come biosensore sono stati fissati ai seguenti 
valori: 
• larghezza delle singole dita: 32µm; 
• passo o distanza tra coppie adiacenti di dita: 128µm; 
• distanza centro-centro tra gli elettrodi: 6,4mm; 
• altezza degli elettrodi: 2.8mm; 
• numero di elettrodi: 20. 
Il substrato utilizzato è il Niobato di Litio, che possiede un coefficiente 
d'accoppiamento elettro-meccanico elevato, che permette di ottenere 
un'attenuazione contenuta tra l'ingresso e l'uscita del dispositivo anche nel 
caso non ci sia un perfetto allineamento degli elettrodi con l'asse di 
propagazione, ed ha una velocità dell'onda superficiale superiore a quella di 
altri materiali, il che rende possibile di ottenere frequenze di risonanza più 
elevate a parità di dimensione degli elettrodi. 
Per la deposizione del film sottile, è stato impiegata la tecnica dello 
sputtering a radiofrequenza, utilizzando un impianto della "Leybold-
Heraeus". Il materiale scelto per la deposizione è il Ni-Cr, che permette di 
rainiium!ere buone adesioni e contemooraneamente una sufficiente .._.:.._; ._.. i 
conducibilità. 
La SA W realizzata è stata caratterizzata al fine di confermare la validità 
del processo tecnologico sviluppato e valutare la capacità del dispositivo di 
rispondere alle variazioni di massa. La frequenza di risonanza del 
dispositivo realizzato é di 32,2 MHz, valore oltre il quale non è possibile 
andare senza l'impiego di tecnologie che permettano di operare in ambiente 
pulito. 
'T' • 1'. . ~ . di .. ' . 1 1· 
i rmmte i 11np1ego ae1 meto--- - ott1c1 e stato mo1tre rea 1zzato uno 
strumento portatile in grado di evocare dei segnali dai campioni biologici, 
rilevarli ed elaborarli in modo da ricavarne informazioni utili per la 
determinazione di possibili stati di stress. Il sistema si è dimostrato valido 
essenào stato in graào ài àiscriminare campioni provenienti àa aree a 
maggiore tasso di inquinamento o esposti a sostanze nocive, grazie a metodi 
innovativi per l'applicazione. Infatti lo strumento si basa sulla valutazione 
della risposta rapida di fluorescenza, analisi nuova nella valutazione del 
processo fotosintetico dei licheni. 
Con questo lavoro si sono gettate le basi per lo sviluppo di 
strumentazione elettronica di misura in un ambito ancora poco esplorato ma 
dalle notevoli potenzialità di crescita, in relazione alle sempre maggiori 
richieste di controllo dell'alterazione ambientale da sostanze inquinanti e, 
più in generale, della qualità dell'ambiente. Si è inoltre realizzata della 
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strumentazione potenzialmente utile, in un primo momento nel settore della 
biologia ed in seguito per altre applicazioni, per approfondire le conoscenze 
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